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To be or not to be, that is the question: 
Whether 'tis nobler in the mind to suffer 
The slings and arrows of outrageous fortune, 
Or to take arms against a sea of troubles, 
And by opposing, end them? To die: to sleep; 
 
No more; and by a sleep to say we end 
The heart-ache and the thousand natural shocks 
That flesh is heir to, ’tis a consummation 
Devoutly to be wish’d. To die, to sleep; 
To sleep: perchance to dream: ay, there’s the rub; 
 
For in that sleep of death what dreams may come 
When we have shuffled off this mortal coil, 
Must give us pause: there’s the respect 
That makes calamity of so long life; 
For who would bear the whips and scorns of time, 
 
The oppressor’s wrong, the proud man’s contumely, 
The pangs of despised love, the law’s delay, 
The insolence of office and the spurns 
That patient merit of the unworthy takes, 
When he himself might his quietus make 
 
With a bare bodkin? who would fardels bear, 
To grunt and sweat under a weary life, 
But that the dread of something after death, 
The undiscover’d country from whose bourn 
No traveller returns, puzzles the will 
 
And makes us rather bear those ills we have 
Than fly to others that we know not of? 
Thus conscience does make cowards of us all; 
And thus the native hue of resolution 
Is sicklied o’er with the pale cast of thought, 
 
And enterprises of great pith and moment 
With this regard their currents turn awry, 
And lose the name of action.– Soft you now! 
The fair Ophelia! Nymph, in thy orisons 
Be all my sins remember’d 
Hamlet  
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ACD11 accelerated cell death1 
  
CC coiled coil 
AD Aktivierungsdomäne 
  
cDNA komplementäre DANN 
ARC 
apoptotic regulator human apoptotic protease-
activating factor 1 -Caenorhabditis elegans -R-
Protein 
  
CDPK Calcium depend protein kinase 
ARF  Auxin response factors  
  
CERK chitin elecitor receptor kinase 
Aux Auxin 
  
COI1 Coronatin insensitive1  
Avr Avirulenz 
  
Col-0 Columbia 0 
avrRPT2 avr-resistance to pseudomonas syringae pv tomato2 DAMP damage-associated molecular-pattern 
BAK1 BRI1 associated receptor kinase 
  
DDM1 defect in DNA methylation 1 
BAP BONZAI ascosciated protein 
  
DEPC Diethylpyrocarbonat 
BD  Bindedomäne 
  
dh. das heißt 
BIK1 BOTRYTIS-INDUCED KINASE1  
  
DiG Dijon G 
BKI1 BRI1 Kinase Inhibitor 1 
  
DNA Desoxyribonukleinsäure 
BKK1 BAK1 like1 
  
DNase  Desoxyribonuklease 
BON bonzai1 
  









E.coli Escherichia coli 
 
 
   
EDS enhanced disease susceptibility1 
EDTA Ethylendiamin-N,N,N´,N´-tetraazetat 
  
ICS1  Isochorismate Synthase 
EFR EF-TU receptor 
  
IRAK Interleukin-1 rezeptorassoziierte Kinase 
EF-TU elongation factor-thermo unstable 
  
ISR induced systemic resistance 








LAR local acqired resistance 
ETI effector triggered immunity 
  
LPS Lipopolysaccharid 
ETS effector triggered susceptibility 
  
LRR leucin rich repeat  
flg22 flaggelin 22 
  
LRX LRR-extensine  
FLS2 flaggelin sensitive 2 
  
LysM Lysin Motif 
FRK1 FLG22-INDUCED RECEPTOR-LIKE KINASE 
  
MAMP Microbe-associated molecular pattern 
G Erdbeschleunigung 
  
MAPK Mitogen activated protein kinase 
GFP grünfluoreszierendes Protein 
  










HR hypersensitive Reaktion 
  
MKK MAPK Kinase 
HrpZ hairpin 
  
MKS1 MAPK substrate 1 
HSP heat shock protein 
  
MLA mildew A 
IAA indole-3-acetic acid 
  
MLO mildew resistance locus O  
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MOS modifier of SNC1 
  
PEG Polyethylenglycol 
MPK MAP Kinase 
  
PEN Penetration 
mRNA messenger RNA 
  
PERK proline extensine-like receptor kinases 
NADPH Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate  
  
PIP Phospho-Inositol-phosphate 
NBS nucleotid binding structure 
  
PLD Phospholipase D 
NDR1 non-race specific disease resistance1 
  
PR pathogenesis-related 
NLR NOD-like receptors 
  
PRR pattern recognition receptor 
NLS nuclear localisation signal 
  
PSK Phytosulfokin 
NPP1 necrosis-inducing Phytophthora protein 1  
  
PSKR Phytosulfokinrezeptor 
NPR1 Nonexpressor of PR1 
  
PTI PAMP triggered immunity 
NTPase Nucleotid triphosphatase 
  
q-PCR quantitative PCR 
NUP nucleoporin 
  
RAR1 required for MLA12 resistance1 
OD optische Dichte 
  
R-
Gene/Protein  Resistenz-... 
PAD phytoalexin deficient 
  
RIN RPM1 interacting protein 
PAIR predicted Arabidopsis interactome resource 
  
RLCK receptor like cytoplasmic kinase 
PAMP pathogen-associated molecular pattern 
  
RLK receptor like kinase 
PBS1 Serine/Threonin Kinase=avrPphB susceptible 1; 
 
RNA Ribonukleinsäure 
PCD programmed cell death 
  
ROS reactive oxygen species 
PCI Phenol Chloroform Isoamylalkohol  
  
RPM resistance to p. syringae pv maculicola  
PCR Polymerase-Kettenreaktion 
  
RPS resistant to p. syringae 
 
RRS resistant to ralstonia solanacearum 
  






upm Umdrehungen pro Minute 
SAG senescence associated gene 101 
  
UV Ultraviolett 
SAR systemic acquired resistance 
  
v/v Volumen pro Volumen 
SArlc SA-response loci 
  
VIP VirE2 interacting protein 





vWA von Willebrand factor A Domäne 
SERK Somatic embryonic receptor kinase 
  
w/v Masse pro Volumen 
SGT1 
UDP-GLUCOSE:SALICYLIC ACID GLUCOSYLTRANSFERASE 
1 WAK wall-associated kinase 
SNARE N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachment receptor Ws-0 Wassilewskija 0 
SNC1 Supressor of npr1-1, Constitutive1 
  
wt Wildtyp 
SNC1 supressor of NPR1, constitutive1 
  
Y2H Hefe 2 Hybrid 
SRC2 Soybean genes Regulated by Cold2 
  
YPD Hefe-Vollmedium 
SRFR1 Supressor of rps4RLD 
  
zB. zum Beispiel 
SUMO SMALL UBIQUITIN-LIKE MODIFIER 
    Tab. Tabelle 
    TAE TRIS-Acetyl-EDTA 
    TIR Toll-interleucin 1 like receptor 
    TLR Toll  like receptor 








bak1, weist einen von BR unabhängigen schwachen Zelltodphenotypen auf. Dieser weist Ähnlichkeiten zu bon1-1 Mutanten 
auf, was auf einen Zusammenhang hindeuten könnte. Der bon1 Phänotyp ist von SNC1 abhängig und führt zu Zelltod. 
 
Resultate 
Y2H Versuche, wie in silico Analysen weisen deuten auf direkte Interaktion zwischen BAK1 bzw. RLKs und SNC1-Inhibitoren 
hin. Desweiteren weisen Infektionsversuche und q-PCRs auf einen gemeinsan Pathway hin.  
 
Diskussion 
Die direkte Interaktion zwischen BAK1 und RLKs mit SNC1 Inhibitoren scheint in vivo impliziert, der Nachweis der in vivo 
Interaktion bleibt aber ausständig.  
 
Stichwörter: Arabidopsis thaliana, ETI, PTI, Copine, BAK1, Zelltod, Copine like 
Einleitung 
Anbauflächen, die Lebensgrundlage von 99,99% der Menschen sind eine beschränkte Ressource. Es ist nicht die 
Knappheit im Sinne des Nichtvorhandenseins von Gebieten, sondern die unwirtschaftliche Benutzung der 
Anbaugebiete, die letztlich zu Hunger und Armut führt. Neben der Einführung von Düngung und Pestiziden im letzen 
Jahrhundert, der Schaffung von neuem, rentablerem Saatgut durch Kreuzung seit Beginn des Ackerbaus durch 
Menschen und der Bewässerung, seit die ersten Kanäle von Nil, Euphrat und Tigris abgeleitet wurden, ist die Chance 
der Ertragssteigerung durch gezielte Manipulation des Saatgutes heute gegeben; und wird einen weiteren 
Meilenstein der Menschheitsgeschichte darstellen, analog zur Erfindung des Pfluges. Das Bemühen um eine 
Vertieftung des  Verständnisses des Pflanzenimmunsystems, sollte den Grundstein legen für die Optimierung des 
Agrarkultur.   
 
Reaktion auf äußere Umwelteinflüsse ist eines der per Definition notwendigen Kennzeichen für Leben. Das 
Unvermögen, biotischem und abiotischem Stress durch Bewegung zu entfliehen, stellt Pflanzen im Gegensatz zu 
Tieren vor eine weitere Hürde. Die pflanzliche Immunantwort unterscheidet sich aufgrund der sessilen Lebensart  
von jener der Tiere. 
 
1.1. Bedeutung konservierter Pathogenstrukturen in der Immunantwort  
Die Ähnlichkeiten des pflanzlichen Immunsystems mit dem angeborenen Immunsystem höherer Tiere sind auffällig 
(Nürnberger et al., 2004). Sie liegen in der Bildung physikalischer Barrieren, wie der wachshaltige Kutikula oder 
ligninverstärkten Zellwänden einerseits und den Hautschichten andererseits, die Pathogenen die Infektion von Zellen 
erschweren (Dangl & Jones, 2001). Auch sind die Systeme/Mechanismen der Pathogenerkennung selbst ähnlich. Ein 
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wesentlicher Unterschied liegt aber in der durch die Unbeweglichkeit von pflanzlichen Zellen erwachsenden 
Notwendigkeit, im Gegensatz zu tierischen Organismen auf spezialisierte Zellen zu verzichten, sodass jede Zelle in 
der Lage sein muss, gegen etwaige Angreifer vorzugehen. So ist jede Zelle mit der Eigenschaft der Selbst-
Fremdunterscheidung ausgestattet (Jones & Dangl, 2006). Diese ist im Gegensatz zu tierischen Zellen aber dazu in 
der Lage, auf erkannte Gefahren aktiv, mehr oder weniger, in Bezug auf Aktivierung durch Phytohormone, und 
anderer durch Fremd-Zellen ausgeschüttete Signale, selbstständig zu reagieren (Akira et al., 2006; Medzhitov, 2007). 
Die Unterscheidung zwischen Selbst und Fremd durch Rezeptoren der tierischen angeborenen Immunantwort und 
durch die Rezeptoren der pflanzlichen PAMP triggered immunity (PTI) erfordert hochkonservierte Strukturen an den 
Pathogenoberflächen. Bei Pflanzen sind dies namentlich pathogen associated molecular pattern (PAMP), 
microorganism associated molecular pattern (MAMP) oder durch den Angreifer verursachte Schäden damage 
associated molecular pattern (DAMP), die an Rezeptoren binden und eine Reaktion hervorrufen (Akira et al., 2006; 
Medzhitov 2007). Konservierte, durch das tierische Immunsystem erkennbare Strukturen finden sich in 
Peptidoglykan aus grampositiven Bakterien, Lipopoysacchariden in gramnegativen Bakterien, pilzliche 
Zellwandbestandteilen, Flagellin, unmethylierter bakterieller DNS-Fragmente und ähnlichen zur Vitalfunktion 
notwendigen Strukturen (Aderem & Ulevitch 2000; Girardin et al., 2002). Zu den bekannten Effektoren für dieses 
pflanzliche System zählen Flagellin, Elongationsfaktors-Tu, LPS, Hairpin, Transglutaminase und Chitin (Felix et al., 
1999; Kunze et al., 2004; Dow et al., 2000; Wei et al., 1992; Brunner et al., 2002; Miya et al., 2007). 
 
1. 1.2. Pflanzliche Immunsysteme, Allgemein 
Wie jedes aktive Abwehrsystem ist auch das pflanzliche notwendigerweise hochgradig reguliert, die nächsten Kapitel 
dienen der detailierten Beschreibung dieser Systeme. Abbildung 1 gibt in Kürze einen Überblick über die möglichen 
Reaktionen nach Erkennung von Pathogenen. PAMP triggered immunity (PTI) wird durch die PRRs (pathogen 
recognition receptors) mediierte Erkennung von PAMPs ausgelöst. Koevolution von Immunantwort und Pathogenen 
führen zur Ausbildung neuer Pathogenstrukturen, den Effektoren der effector triggered susceptibiltiy, die eine 
Infektion erleichtern sollen. Durch diesen koevolutionären Prozess ist die pflanzliche Seite zur Selektion gegen 
Erkennung solcher Effektoren gezwungen. Diese Selektion führt zum Entstehen von Resistenz-(R) Genen und somit 
zu R-Proteinen. Sie binden Effektoren direkt oder erkennen sie durch ihre spezifische Funktion, zB. wird die 
Proteinspaltung durch eine Protease erkannt und löst in Folge die effector triggered immunity (ETI) aus. Eine schnelle 
und massive Immunreaktion ist die Konsequenz dieser Art von Immunität. Die Amplitude der Verteidigung zeigt 
diese Systeme in ihrer Wirkung. PTI wird aktiviert und eine Verteidigung findet statt. Effektoren der ETS senken nun 
diesen Wert, ihr Ziel ist es, die Verteidigung abzuschalten und eine Infektion zu erleichtern, einerseits durch 
Fehlen/bzw. Umprogrammieren der Immunantwort aber auch durch andere Mechanismen, zB. dem Öffnen der 
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Stomata, welches ein Eindringen der Pathogene in den Apoplasten erleichtern (Dangl & Jones,2006). 
 
Abbildung 1 Das Zick Zack Modell nach Dangl und Jones (2006) zeigt die pflanzliche Immunreaktion  
Die hier dargestellten Mechanismen und ihre Konsequenzen werden nun im Detail erläutert.  
 
1.2.1. PAMP induzierte Immunität-PTI 
In Säugetieren wird Flagellin hochspezifisch durch die extrazelluläre LRR Domäne von toll like receptor 5 (TLR5) 
erkannt. Die Signalweitergabe nach der Bindung von des Flaggelinepitops erfolgt hierbei über eine Toll Interleucin1 
receptor (TIR) ähnliche zytoplasmatische Domäne (Mizel et al., 2003; Smith et al., 2003). Ähnlich dem Immunsystem 
der Pflanzen, deren Rezeptoren ebenfalls auf Kinasen zurückgreifen, wird durch die Ligandbindung die Proteinkinase 
Pelle aktiviert (Gomez-Gomez & Boller; 2002; Nürnberger et al., 2004). Neben dem Mechanismus ist auch die 
Struktur der Rezeptoren durch die Ähnlichkeiten ihrer funktionellen Domänen vergleichbar. Das pflanzliche und das 
tierische System dürften sich aber durch konvergente Evolution unabhängig voneinander entwickelt haben 
(Chinchilla et al., 2006; Smith et al., 2003). 
Die Erkennung von Pathogenen in Pflanzen erfolgt in den meisten Fällen mittels leucin rich repeat (LRR) 
Proteindomänen, nur in wenigen Fällen wird die Erkennung über die LysM Protein Domäne hergestellt. Diese in 
Glycan-bindenden-Proteinen vorkommende Domäne vermittelt die Bindung von Chitin, sowohl in Reis als auch in 
Arabidopsis thaliana (Kaku et al., 2006; Miya et al., 2007; Wan et al., 2008; Iiazasa et al., 2010; Buist et al., 2008). Die 
um die 40 Aminosäuren lange LysM Domäne wird hauptsächlich in bakterieller Zellwand degradierenden Enzymen 
gefunden. 
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Als Beispiel für einen PTI-Mechanismus soll hier jener des in den meisten Pflanzen durch Orthologe repräsentierten 
Rezeptors, der LRR receptor like kinase (RLK), der LRR-RLK Subfamilie 12 entstammenden, Flagellin sensing 2 (FLS2) 
dienen. FLS2 erkennt in Arabidopsis thaliana den synthetischen Flagellinabschnittes Flagellin 22 (flg22) (Felix et al., 
1999; Gomez-Gomez & Boller; 2002). Die Bindung des Epitops wird hierbei durch wenige Aminosäuren in den 
exponierten  β-strand/β-turn Bereichen der LRR-Domänen 9-15 hergestellt (Dunning et al., 2007). Nach Perzeption 
an den FLS2 Rezeptor, der sowohl in dikotylen als auch in monokotylen Pflanzen eine Rolle spielt, wird nun analog 
zum tierischen System eine Interaktion mit einer Kinase eingegangen und der FLS2 „BRI1 Associated receptor Kinase 
1“ (BAK1) Komplex wird gebildet (Chinchilla et al., 2007). 
 
1.2.1.1 RLKs (receptor like kinases) 
Die monophyletische Gruppe der RLK/Pelle-Familie besteht aus den Tyrosinkinasen Pelle Drosophilas, IRAK der 
Säuger, und den pflanzlichen RLKs. Die RLKs sind untereilt in ca. 400 membranständige und 200 zytoplasmatische 
Kinasen (RLCKs, receptor-like cytoplasmic kinases) (Shiu & Bleecker, 2001b; Shiu & Bleecker, 2003). In Arabidopsis 
thaliana sind um die 620 rezeptor-ähnliche Kinasen (receptor like kinases RLKs), die über divergente extrazelluläre 
Domänen und zytoplasmatische Kinase-Domänen verfügen, bekannt (Dardick & Ronald, 2006) (Shiu et al., 2004). RLK 
sind in drei Bereiche aufgeteilt, in extrazelluläre Domäne, Transmembrandomäne, und zytoplasmatischer 
Kinasedomäne. Mögliche extrazelluläre Domänen sind proline extensine-like receptor kinases(PERK-) ähnliche 
Domänen, Thaumatin-Domänen (Shiu & Bleecker, 2001a), chitinbindende LysM Domänen (Miya et al., 2007), pektin 
bindende wall-associated kinase- (WAK) ähnliche Domäne (Wagner & Kohorn, 2001) und Selbstinkompatibilitäts- (S-) 
Domäne, die wiederum an der Aktivierung der Selbstinkompatibilität in Brassicae beteiligt sind (Stein et al., 1991). 
Die hier nun erläuterte Gruppe der LRR RLKs setzt sich aus Kinasen mit einer extrazellulären LRR Domäne zusammen. 
Unter den 235 Vertretern (Shiu & Bleecker, 2001a)  befinden sich zB FLS2, BAK1, BRI1 (brassinosteroid insensitive 1) 
(Li & Chory, 1997), EFR und PSKR1 (Matsubayashi et al., 2006, Matsubayashi et al., 2002.  
 
Die ein pflanzliches LRR-Protein kennzeichnende LRR-Domäne besteht aus jeweils ca. 24 Aminosäuren, deren Motiv 
(LXXLXXLXXLXLXXNXLXGXIPXX) sich je nach Protein 1-32 mal wiederholt, und sich aus Exonverdopplung gebildet 
haben dürfte (Jones & Jones, 1997; Pan et al., 2000). Diese Struktur dient dem Knüpfen von Protein-Protein-
Interaktionen, deren Spezifität durch die variablen Stellen (X) der LRR-Domäne bestimmt wird. Die Sekundärstruktur 
entspricht β-Faltblatt/β-Turn/α- Helix Struktur, und aus dieser Sekundärstruktur entsteht abhängig von der Anzahl 
der LRR Wiederholungen eine hufeisenförmige Tertiärstruktur (Jones & Jones, 1997). Der jeweilige Ligand wird durch 
die innere Furche des Hufeisens ermöglicht (Hammond-Kosack & Jones, 1997) 
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In Pflanzen kommen drei Gruppen von LRR Domänen beinhaltenden Proteinen vor. Einerseits LRR-RLKs LRR-
receptor-like kinases, LRXs (LRR-Extensine), LRR-RPs (LRR-receptor-like proteins) und NBS-LRR Proteinen, die später 
erklärt werden (Baumberger et al., 2003)  
 
Rezeptoraktivierung für RLKs funktioniert analog zu jenen in tierischen Zellen. Nach der Ligandenbindung wird durch 
Konformationsänderungen in der extrazellulären LRR -Domäne die Bildung von aktiven homo- oder heterodimeren 
Komplexen ermöglicht. In tierischen Zellen werden für TLR beide Komplexe beobachtet (Underhill, 2003). In vielen 
pflanzlichen rezeptor-ähnlichen Proteinen (RPS) könnten konservierte Cysteine, welche die LRR Region umgeben, 
der Bildung von Disulfid Brücken dienen, um stabile Rezeptorkomplexe auszubilden (Trotochaud et al., 1999; Van der 
Hoorn et al., 2005). 
 
Rolle von BAK1 (BRI1 associated receptor kinase) und BKK1 (bak1 like 1) in PTI 
Teil der pflanzlichen RLK-Superfamilie sind die SERK Proteine. Die Partizipation der SERK an PTI ist durch 
Signaltransduktion ihrer Kinasedomänen gegeben. Der Ursprung des Namens SERK (Somatic embryogenesis 
receptor-like kinase) geht hierbei auf die Ähnlichkeiten der Proteinstruktur mit dem Karottenprotein DcSERK zurück 
(Schmidt et al., 1997). Die SERK-ist Bestandteil der 14 Mitglieder umfassenden LRR-Type II Subfamilie der LRR-RLK 
(Shiu & Bleecker, 2001). BAK1 zählt zu der SERK Proteinfamilie, die in Summe fünf engverwandte LRR-RLK Proteine 
beinhaltet (Hecht et al., 2001). Diese fünf zeigen partielle funktionelle Redundanz. Sowohl phylogenetische als auch 
funktionelle Analysen zeigen, dass das am engsten mit BAK1 verwandte Protein BKK1 (BAK like 1) ist (He et al., 
2007); die BAK1 Nullmutanten sind lebensfähig, aber wachstumsdefizitär, während die bak1/bkk1 (SERK4) 
Doppelmutanten letal sind (Chinchilla 2007).  
 
Abbildung 2 Homologie der SERK Proteinfamilie. BKK1 (Bak1 like 1) ist das engste BAK1 Homolog (He et al., 2007) 
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1.2.1.2 Membrankomplexe und PTI 
Die Bindung von flg22 an FLS2 wird nicht durch bak1 beeinträchtigt, aber eine Signaltransduktion erfolgt nicht mehr 
in vollem Ausmaß (Chinchilla et al., 2007). Weitere Kinasen sind mit dem FLS2BAK1 Komplex assoziiert. Unter diesen 
PBS1 ähnlichen receptor like cytoplasmic kinases (RLCKs) ist BOTRYTIS-INDUCED KINASE1 (BIK1). Sie wird als 
aktivierend für sowohl die Reaktion auf flg22 und elf18, dem Minimalepitop von EF-TU, eingestuft (Lu et al., 2010; 
Zhang et al., 2010). BIK1 bildet mit FLS2 einen konstitutiven Komplex. Während der ersten Sekunden nach flg22 
Gabe bildet sich zeitlich der FLS2-BAK1 Komplex, in den weiteren Minuten wird PBL1 und BIK1 phosphoryliert, und 
der Komplex BIK1 FLS2 wird aufgelöst. Vor dem Dissoziieren des Komplexes FLS2 BIK1 allerdings wird eine 
Transphosphorylierung von FLS2-BAK1 durch BIK1 ausgelöst (Lu et al., 2010). Eine direkte Interaktion zwischen BAK1 
und BIK1 ist zwar in vivo bisher nicht nachgewiesen, jedoch, wird für die Phosphorylierung BIK1 ein aktiver FLS2 
BAK1, und umgekehrt dürfte die Transphosphorylierung weitere Downstreamsignale dieses Komplexes ermöglichen 
(Lu et al., 2010; Zhang et al., 2010). BIK1 ist an PTI Ereignissen beteiligt, allerdings, eigentümlicher weise, nicht an der 
Aktivierung der MAPK. Ein weiterer konstitutiver Interaktor und eine weitere Kinase des FLS2 BAK1 Komplexes ist 
STOMATAL CYTOKINESIS DEFEKTIVE1 (SCD1). Es ist Teil der ROS Produktionsregulation nach flg22 Erkennung 
(Korasick et al., 2010) 
 
Nach seiner Bildung wird jener BAK1/FLS2 Rezeptorkomplex internalisiert und führt zur Aktivierung des 
Abwehrsystems (Gomez-Gomez & Boller 2000; Altenbach et Al, 2008; Takai et al., 2007; Hann et al., 2007).  
 
1.2.1.3 Kalziumsignale sind an der Signaltransduktion des PTI beteiligt 
Nach der Zugabe von flg22 wird beinahe unverzüglich eine Alkalisierung und ein langanhaltender Anstieg der 
zytoplasmatischen Kalziumkonzentration bemerkt. Sie ist einerseits abhängig von der eingesetzten Konzentration an 
flg22, andererseits von der erfolgten Perzeption des Epitops an FLS2, und respektive von der Signaltransduktion 
durch BAK1 ab (Jeworutzki, et al., 2010). Wassilewskija (Ws-0) im Gegensatz zu Col-0 verfügt über kein funktionelles 
FLS2 (Zipfel et al., 2004). Eine Einschränkung des Kalziumsignals in der Antwort auf flg22-nicht aber auf andere 
Elicitoren ist die Folge. Im Gegensatz zu FLS2 ist BAK1 notwendig für die Regulation des Kalziumsignals-die 
Einschränkungen betreffen die Reaktionen auf mehrere Elicitoren. Die Kinetik des Kalziumeinstroms weist hierbei 
auf zwei separate Mechanismen hin, eine davon dürfte auf der Endozytose des FLS2/BAK1 Komplexes basieren, die 
möglicherweise zur Öffnung der Kalziumkanäle führt (Jeworutzki, et al., 2010). Das Auftreten der 
Membrandepolarisation ist zeitlich ähnlich der Produktion von ROS, die Abhängigkeit von ROS auf Kalziumeinstrom 
ist naheliegend, da notwendige Enzyme über EF-Hand Motive zur Kalziumbindung, und ohne Kalziumerhöhung keine 
Funktion aufweisen Es ist aber nicht völlig klar ob es in der Gegenrichtung Feedbackregulation zwischen ROS, durch 
NADPH-Oxidaseprodukte und Elektrolyteinstrom gibt (Jeworutzki, et al., 2010). Downstreamsignale werden wieder 
durch WRKY Transkriptionsfaktoren in Expression umgesetzt, dazwischen liegt aber Signaltransduktion durch 
verschiedenen kalziumbindender Proteinen. Es sind drei Haupttypen von Ca2+ Sensoren in Pflanzen bekannt. Diese 
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sind im Einzelnen CAMs und CAM-ähnliche Proteine, Calcineurin B-ähnliche Proteine, und CDPKs (Ma et al., 2008; 
Harper et al., 2005; Boudsocq & Sheen 2009; Luan, 2009). CDPKs und MAPK reagieren teilweise unterschiedlich auf 
die MAMP. CDPKs sind für die frühe Signaltransduktion nach der Erkennung von flg22 durch FLS2 verantwortlich 
(Boudsocq et al., 2010). Dieser Kalziumeinstrom aktiviert nun seinerseits calcium-dependent protein kinases (CDPKs) 
und RbohD, die NADPH Oxidase die für den schnellen ROS burst in Arabidopsis verantwortlich ist (Ogasawara et al., 
2008). Wie in Folge beschriebenen MAPK Signaltransduktionswege sind auch CDPK 4, 5, 6, und 11 an der flg22 
bedingten Genexpressionsänderung beteiligt (Boudsoq et al., 2010) CAM ähnliche Proteine, insbesondere CML24, 
werden für die Lipopolysaccharid (LPS)-mediierte NO-Produktion benötigt (Smigel et al., 2008). es gibt einen 
weiteren Zusammenhang zwischen Kalziumsignalen und oxidierten Stickstoffspezies. Die Membrandepolarsation ist 
in abhängig vom Vorhandensein von Nitraten. Der oxidative Burst ist abhängig von Ca2+-Ionen. Dieser ist 
gekennzeichnet durch die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies. Zu diesen zählen Wasserstoffperoxid, Hydroxyl- und 
Superoxid-Anionen. Wasserstoffperoxid führt zur Quervernetzung von Zellwandproteinen (Bradley et al., 1992; 
Brisson et al., 1994) und wirkt toxisch auf Pathogene im Apoplasten. Es sind diese Sauerstoffspezies, die letztlich zu 
lokalen Zelltodereignissen führen. Die Prozesse die durch Kalziumeinstrom ausgelöst werden sind vielfältiger Natur, 
und Crosstalk zu MAPK Signaltransduktion besteht. Dass aber heißt, dass eine Serie von Prozessen, die nach der 
Erkennung eines Epitops, mehrere Antworten durch wechselseitige Manipulation aufweisen kann.  
 
Die Effekte dieser Aktivierung von PRRs führen so zur Ionenkonzentrationsveränderungen an der Membran, durch 
den Einstrom von Ca2+, und H+ und dem gleichzeitigem Ausstrom von Cl- und K+(Blatt et al., 1999; Jabs et al., 1997). 
Die Spezifität dieses Signals ist aber notwendig, um die richtigen Programme anzuregen oder zu inhibieren. In Folge 




abhängige Signaltransduktion in Pflanzenimmunsystemen. Signaldiversifikation nach Rezeptoraktivierung (Boudsocq 2010) 
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1.2.1.4 MAPK und PTI 
Wie bereits oben erwähnt ist nach erfolgter Komplexierung von BAK1-FLS2 eine Aktivierung von MAPK-
Signaltransduktionswegen zu beobachten. MAPK in Arabidopsis thaliana sind hochgradig homolog, jedoch sind ihre 
Funktionen vielfältig, und trotz ihrer Homologie weisen sie eine erstaunliche Substratspezifität auf (Popescu et al., 
2009).  
Im Rahmen des PTI sind zwei Kaskaden bekannt. Einerseits werden beide bei Überexpression zu Zelltod führenden 
Mitogen activated protein kinase 3 (MPK3)/MPK6 und andererseits MPK4 nach PAMP Bindung aktiviert (Pitzschke et 
al., 2009a; Popescu et al., 2009; Ren et al, 2006). MPK4 ist durch die MAP Kinase Kinasen MKK1 und MKK2, diese 
wiederum durch die MAP Kinase Kinase Kinase MEKK1 reguliert. MKK1 und MKK2 interagieren mit MEKK1 an der 
Plasmamembran, mit MPK4 sowohl an der Membran als auch im Kern (Gao et al., 2008). Die Lokalisierung an der 
Membran impliziert eine direkte Aktivierung durch PRRs oder deren Korezeptoren, allerdings, ist keine direkte 
Interaktion gezeigt. Sie inhibieren die Immunantwort, bei Fehlen dieser Inhibitoren kommt es zum Ausbilden von 
Zwergenwuchs und konstitutiver Aktivierung des Immunsystems, (Gao et al., 2008; Ichimura et al., 2006; Suarez-
Rodriguez et al., 2007; Mészáros et al., 2006; Qiu et al., 2008a; Pitzschike et al., 2009b) MPK4 nutzt nun MKS1, 
bezeichnenderweise als MAP Kinase Substrat1 bezeichnet, als Substrat, welches wiederum mit den WRKY 
Transkriptionsfaktoren 25 und 33 interagiert (Andreasson et al., 2005). Der Name WRKY entspringt hierbei der 
Konsensussequenz der Proteinfamilie in deren DNS-bindenden Domäne, die aus dem über die gesamte Familie 
invarianten und stabilisierend wirkenden WRKYGQK Motiv und einem CX4–5CX22–23HXH Zink bindenden Motiv besteht 
(Yamasaki et al., 2010). Die Interaktion zwischen WRKY33, MPK4 und MKS1 ist konstitutiv und wirkt inhibierend auf 
WRKY33. Erst die Phosphorylierung von MKS1, die in letzter Instanz aus der Gabe von flg22 herrührt, durch MPK4 
entlässt WRKY33. Es setzt nun die Transkription von phytoalexin deficient3 (PAD3) einem Cytochrome P450 in Gang 
(Qiu et al., 2008b). MPK4 ist aber nicht nur als Aktivator von WRKY33 vonnöten. Gleichzeitig wirkt diese MPK4, 
zumindest in vitro, auf resistance to p. syringae pv maculicola (RPM1) interacting protein4 (RIN4) phosphorylierend 
ein (Zhang & Zhou, 2010). RIN4 ist wiederum ein Inhibitor des R-Proteins RPM1, es zeigt sich also ein Zusammenhang 
zwischen ETI und PTI/MPK. Wobei der ETI erst später Erklärung finden wird. Kehren wir gedanklich wieder an die 
Membran und zum PTI zurück. Wir haben die erste aktivierte MAPK Kaskade nach flg22 Gabe betrachtet und werden 
nun die zweite begutachten. MPK3 und MPK6 werden ebenfalls nach flg22 Gabe aktiviert. Wiederum sind sie Ziel 
einer Kaskade, die durch MAPKK MKK4 und MKK6 angesprochen werden. Die somit für diese Kaskade relevanten 
Kinasen sind MPK3, MPK6, MKK4 und MKK5, die die pflanzliche Immunantwort positiv regulieren (Pitzschke et al., 
2009b). MPK3 ist für die Camalexinakkumulation nach Botrytis cinerea Infektion relevant, die mpk3 Mutanten ist 
krankheitsanfällig (Ren et al., 2008). Camalexin ist das Indol-Phytoalexin Arabidopsis thalianas-die Regulation und 
Funktion wird später beschrieben. Downstream von MPK3 liegt VirE2-interacting protein (VIP1), ein bZIP 
Transkriptionsfaktor (Djamei et al., 2007). Die Phosphorylierung von VIP1 ist nun notwendig für den Kernimport 
dieses Transkriptionsfaktors, der in weiterer Folge unter 1000 in Folge des PAMPs aktivierten Genen, das pathogen 
related Gen PR1 transaktiviert (Djamei et al., 2007; Zhang & Zhou, 2010). Die Veränderung von Transkription durch 
PTI-Ereignisse sind bedingt durch die oben beschriebenen und zusätzlich vielen verschiedenen WRKY-
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Transkriptionsfaktoren und TGA-Transkriptionsfaktoren (Popescu et al., 2009). Zusammenfassend lässt sich also 
feststellen, dass Mitogen-aktivierte Proteinkinasesignalkaskaden durch Pathogenerkennung beeinflusst werden (Asai 
et al., 2002; Kroj et al., 2003). Sodass die Aktivierung von MAPK wiederum zur Expression von PR-Genen führt (Lee et 
al., 2004; Asai et al., 2002). Weiters ist auch eine Aktivierung von WRKY-Transkriptionsfaktoren möglich, die an 
Promotoren mit W-Boxen anbinden und wiederum zur PR-Gen Expression führen (Eulgem et al., 1999).  
 
Abbildung 4 Reaktion nach Aktivierung des FLS2 Rezeptors (Segonzac and Zipfel, 2011)  
1.2.2. Effektorinduzierte Suszeptibilität (ETS) 
Die Interferenzeffekte zwischen Reaktionen mittels unterschiedlicher Phytohormonsignalkaskaden im Rahmen des 
PTI zeigen sich als durchaus nutzvoll für Pathogene, um falsche Reaktionen zu provozieren. So ist eine Signalkaskade 
über Jasmonat für einen nekrotrophen Organismus schädlich, eine Salicylatantwort jedoch hilfreich für Überleben 
und Vermehren dieser Organismen. Insofern, hier in umgekehrtem Kontext, ist die Nachahmung von Jasmonaten, 
und deren Injektion in pflanzliche Zellen dienlich für biotrophe Organismen, um Salicylatsignaltransduktionswege zu 
unterdrücken (Nürnberger et al., 2004). Die Injektion von Coronatin basiert auf einer solchen Strategie (Laurie-Berry 
et al., 2006). Aber nicht nur das Vortäuschen von Phytohormonen, sondern auch die gezielte Manipulation an den 
für die Signaltransduktion benötigten Proteinstrukturen dient dem Zweck des Abschaltens oder Modulierens der 
pflanzlichen Reaktion (Abramovitch et al., 2006). Die Injektion von Effektorproteinen erfolgt mittels Typ 3-
Sekretionssystemen (TTSS) bei gramnegativen Bakterien (He et al., 2004). Werden Pflanzen mit nicht virulente Pto-
DC3000 hrcC (ohneTTSS) Pseudomonas infiziert, so ist die Infektionsrate niedriger als bei Wildtypbakterien. Wird 
aber eine transgene, AvrPto exprimierende Pflanze infiziert, so erhöht sich die Rate wieder auf Wildtypniveau. Das 
Niveau verändert sich aufgrund der Unterdrückung des PTI. Es sind diese Effekte ebenfalls bei der transgenen 
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Expression von AvrRpm1, AvrRpt2, AvrB, AvrPtoB, HopAI1, HopF2, HopAO1 und HopG1 zu beobachten (Kim et al., 
2005; Shang et al., 2006; de Torres et al., 2006; Guo et al., 2009; Underwood et al., 2010, Block et al., 2010). 
 
Mehrere Effektoren werden vom Bakterium gleichzeitig in die Wirtszelle eingebracht. Diese verteilen sich in 
Kompartments der Wirtszelle und verändern dort die Immunreaktion Es ist die kollektive Effekt der Effektoren der 
für eine erfolgreiche Veränderung der Immunreaktion notwendig ist. Wenn einer dieser in der Wirtszelle 
befindlichen Effektoren nun durch NB-LRR Proteine erkannt wird, kommt es zu einer starken, gegen das Pathogen 
gerichteten Antwort der Wirtszelle, die effector triggered immunity setzt ein (Chisholm et al.,  2006; Dangl & Jones, 
2001; Jones & Dangl, 2006). 
 
1.2.3. Effektorinduzierte Immunität (ETI)   
Durch Koevulotion entstanden einerseits auf Bakterienseite immer neue Mechanismen, um die pflanzliche 
Immunabwehr zu umgehen, auf der anderen Seite wurden die Mechanismen der Pflanzen entwickelt, um dem zu 
entgehen. Durch die evolutionäre Koentwicklung von spezifischen Abwehr- und Infektionsmechanismen entstehen 
rasse-kultivarspezifische Resistenzen und kultivarunspezifische Resistenzen. Die „Gen für Gen Hypothese“ Flors 
(1955) besagt, dass die rasse-kultivarspezifische Resistenz auf der Erkennung des Virulenzsprodukten des Pathogens 
durch das Avirulenzprodukt der Pflanze beruht. Eine inkompatible Interaktion, die im Gegensatz zur kompatiblen 
Interaktion zur Resistenz führt, wird in Folge nur dann ausgebildet, wenn Avirulenzgene (avr-Gene) mit den 
entsprechenden Resistenzgenen (R-Genen) zusammentreffen (Schneider, 2002; Prell & Day, 2000). Nichtkompatible 
Interaktionen sind so geartet, dass ein Avr –Produkt sein entsprechendes R-Protein antrifft. Durch nichtkompatible 
Interaktionen wird Resistenz ausgelöst. Kompatible Interaktionen führen im Gegensatz dazu nicht zur Resistenz, das 
Avr-Produkt wird nicht erkannt. Die Detektion von Avirulenzprodukten durch R-Proteine erfolgt direkt oder indirekt. 
Ähnlich des PTI ist auch der ETI durch ROS-Akkumulation und defense -gene Aktivierung gekennzeichnet. Nicht desto 
trotz ist es nicht ein und derselbe Mechanismus, sondern beide Arten der Immunität sind von unterschiedlicher 
Kinetik und Quantität. ETI ist die gewalttätige Variante des PTI, sie äußert sich in Zelltod (Shirasu and Schulze-Lefert, 
2000; Tao et al, 2003; Caldo et al, 2004). 
 
Die wesentlichste Rolle in der ETI spielen NBS-LRR (nucleotide binding site leucine rich repeat) Proteine.Deren Aufbau 
lässt sich in zwei weitere Subklassen anhand deren N-terminalen Domänen unterteilen. Einerseits sind CC (coiled 
coil)-NBS-LRR Proteine bekannt, deren bekannteste Vertreter in Arabidopsis RPM1, RPP8, RPS5 und RPS2 sind 
(Nürnberger et al., 2004). Die Immunreaktion wird hierbei von NDR1 ausgeführt (Century et al., 1995). Die zweite Art 
von aminoterminalen Domänen ist die TIR ähnliche Domäne, deren Name Drosophila Toll and Human Interleukin-1 
Rezeptor aus Ähnlichkeiten rührt. Sie sind abhängig von EDS1, PAD4 und SAG101 (Aarts et al 1998; Feys et al., 2005; 
Glazebrook et al., 1996; Parker et Al, 1996). Beide N-terminale Domänen dienen dem Erkennen von 
Interaktionspartnern und dem Aufbau von Protein-Protein-Wechselwirkung und beiden Klassen gemein ist eine 
Carboxyterminale LRR (Tameling et al., 2002). Die LRR Region wird dem Auffinden von ETS Events zugeschrieben 
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(Kajava, 1998; Torii, 2004; Ellis et al., 1999; Nimchuk et al., 2003). Die Erkennung des Effektors wird von den variable 
Stellen in der C-terminalen LRRDomäne der R-Proteine ausgeführt (Shen et al., 2003). Eine Aktivierung von R 
Proteinen führt häufig zu lokalisiertem Zelltod, der zur Eindämmung der Infektion genutzt wird (Noutoshi et al 2005). 
Überexpressionen von R-Genen führen zu Reduktion der Saatgutmenge, Zwergenwuchs, konstitutiver Expression 
von PR Genen, und zu höheren Resistenzen gegenüber Pathogenen (Tian et al., 2003; Oldroyd & Staskawicz, 1998; 
Stokes et al., 2002). Evolutionär betrachtet stellen R-Gene eine divergente Familie dar. Während dikotyle Pflanzen 
Gene für TIR- und CC-NB-LRR Proteine aufweisen, sind in monokotylen ausschließlich nicht TIR-NB-LRR-Proteine 
vertreten (Bai et al., 2002; Monosi et al., 2004). 
 
In Säugetieren kommen NLR Proteine, Analoge von NB-LRR Proteine als intrazellulare Rezeptoren  der 
Immunantwort vor (Franchi et al., 2009). Auch hier bestehen einige Ähnlichkeiten zwischen Pflanzen und tierischen 
Systemen. NB-LRR und NLR (NOD-like-receptors) Proteine sind auf homologe Chaperone angewiesen. Wie NB-LRR 
sind auch NLR in der Lage, entweder direkt Effektoren oder indirekt durch Effekte einen Immunantwort auszulösen. 
Die zentrale NB-Domäne der R-Proteine ist strukturell verwandt mit den NB Domänen von apoptotic regulator 
human apoptotic protease-activating factor 1 (APAF-1) und, Caenorhabditis elegans Homolog CED-4, man spricht 
von der NB ARC Domäne (van der Biezen & Jones, 1998). NB-ARC Domänen beinhaltende Proteine werden 
wiederum der STAND Familie zugerechnet, wobei STAND für Signal transduction ATPases with numerous domain 
steht, deren Vertreter in Bakterien, Pilzen, Pflanzen und Tieren auftreten (Leipe et al, 2004). Die Substrukturen 
dieser NB ARC sind zwar zwischen APAF1 und CED-4 konserviert, sind aber unterschiedlich in pflanzlichen R-
Proteinen, hier fehlt eine von vier Subdomänen, ARC3 (Shen & Schulze-Lefert, 2007). Bindung des Nukleotids obliegt 
aber konservierten Strukturen, den ARC1 und ARC2 (Shen & Schulze-Lefert, 2007). ATP und ATP Hydrolyse regulieren 
durch Konformationsänderungen die Aktivität des Proteins, ATP Bindung aktiviert es, ATP Hydrolyse beendet die 
Aktivität (Tameling et al, 2006). Das Histidin des Motivs hxhHD in ARC2 ist hierbei verantwortlich für die Bindung des 
Phosphats (Takken et al, 2006; Riedl et al, 2005). Dieses Motiv ist auch für die Aktivierung, bzw. für die 
Unterdrückung der Aktivierung verantwortlich. Mutationen der Histidine oder des Aspartats führen zur Autoaktivität 
der NB-ARC-Proteine (Bendahmane et al, 2002; Shirano et al, 2002; Tanabe et al, 2004; Howles et al,2005; Tameling 
et al, 2006). Aber nicht ausschließlich dieser Lokus ist anfällig für Autoaktivierung, sondern ebenfalls Stellen zwischen 
NB-Domäne und LRR, bzw. N-terminale Teil der LRR Domäne, was einen Zusammenhang der Funktion zwischen NB 
und LRR deutlich macht (Zhang et al, 2003; Bendahmane et al, 2002; Shirano et al, 2002; Tanabe et al, 2004; Takken 
et al, 2006).  Zeitlich betrachtet ergibt sich also folgende Situation: Nach Aktivierung der NLR und ähnlich für die NB-
LRR Proteine wird ihre LRR-Domäne so verändert, dass ihre NB-Domäne freigelegt wird und eine Oligomerisation 
eintritt, was wiederum zu einer Aktivierung von Molekülen führt, die durch die jeweilige N-terminale Domäne 
gebunden sind (Ting et al., 2006). Somit gehen dieser Freilegung und Aktivierung von Downstreamkomponenten 
zwei Konformationsänderungen voraus. Einerseits die wird durch die Bindung der Effektoren/bzw. deren Effekte, der 
ATP/ADP Zustand verändert, was eine zweite Konformationsveränderung verursacht, die die Freilegung der N-
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terminalen Domänen erzwingt. Diese wird wiederum durch das Downstreamtarget erkannt (Shen & Schulze-Lefert, 
2007). ATP Hydrolyse zwingt das Protein wieder in den Grundzustand zurück (Takken et al, 2006).  
 
Einige wenige direkte Interaktionen zwischen Avirulenzprodukten und NB-LRR wurden gezeigt (Tang et al., 1996; Jia 
et al., 2000; Dodds et al., 2006). Wesentlich häufiger wurden indirekte Wechselwirkungen beobachtet. Die kleine 
Zahl der verschiedenen NB-LRR Proteine in Arabidopsis impliziert, dass es sich hauptsächlich um indirekte Erkennung 
der Effekte, eher als der Effektoren handelt, um eine Aktivierung des ETI zu bewerkstelligen. Die hohe strukturelle 
Variabilität von bakteriellen Effektoren würde eine größere Anzahl von NB-LRR-Proteinen notwendig machen, wenn 
deren Aktivierung hauptsächlich auf direkten Interaktionen basieren würde. Ein Beispiel für ein Substrat 
verschiedener bakterieller Effektoren ist RIN4. RIN4 wird durch AvrB und AvrRpm1 als Substrat benutzt. RIN4 
interagiert mit RPM1 und RPS2(Grant et al 1995; Kunkel et al., 1993). Diese Interaktionen dienen der Unterdrückung 
von Signalen durch die R-Gene ((Ellis & Dodds, 2003; Chisholm et al., 2006). Durch den Abbau von RIN4 wird aber das 
NB-LRR Protein RPM1 aktiviert (Mackey et al., 2002). Somit erkennt RPM1 quasi beide Avirulenzproteine durch 
deren Aktivität. Es ist aber gleichzeitig so, dass es sich mehrere R-Proteine um ein Effektorsubstrat „kümmern“. So 
wird RIN4 auch durch RPS2 bewacht und nach Abbau von RIN4 durch avrRpt2 aktiviert (Axtell & Staskawicz, 2003; 
Mackey et al., 2003). Ein anderes Beispiel für die Wirkungsweise von R-Genen ist das untypische R-Gen RRS1, das die 
Resistenz gegen den Ralstonia solanacearum PopA2 vermittelt (Deslandes et al, 2003). Sein Aufbau ist der eines 
klassischen R-Proteins, TIR-NB-LRR, jedoch weist es auch eine WRKY Domäne auf. Es wird durch eine Relokalisierung 
eines Trockenstress induzierten  Host-Cystein-Protease RD19 in den Nukleus aktiviert (Koizumi et al., 1993; Bernoux 
et al., 2008). Diese wird vom bakteriellen Effektor popP2 in den Kern verschoben und dürfte dort den WRKY-Teil des 
R-Proteins als Transkriptionsfaktor aktivieren (Bernoux et al., 2008).  Wie bereits für RRS1 gezeigt ist die Verteilung 
von Faktoren zwischen den Zellkompartementen für die Funktion der R-Gene wichtig. SNC1, supressor of npr1-1, 
constitutive1, weist ebenfalls eine Abhängigkeit seiner Lokalisation auf. Diese Abhängigkeit ist analog zu der des in 
Gerste gefundenen Faktors MLA, sowie auch zu der des in Tabak und Arabidopsis gefundenen Faktors RPS4. Beide 
sind in Kern und Zytoplasma verteilt. Dieser Verteilung resultiert aus Export und Importeigenschaften der jeweiligen 
R-Proteine (Zhang et al, 2003; Palma et al, 2005; Zhang & Li, 2005). Der Anteil der kernlokalisierten Proteine ist 
hierbei ein Indikator für die Aktivität der drei R-Gene. Ein weiteres Beispiel ist das Tabak R-Protein N. Es dient der 
Erkennung von p50. Diese erfolgt zytoplasmatisch, eine Veränderung der Lokalisierung von N und/oder p50 führt zu 
Veränderungen der Immunreaktionen (Burch-Smith et al, 2007). Ein Konkretes, wenn auch umstrittenes Beispiel 
liefert Avr Pto. Es wurde lange davon ausgegangen dass dieses Avr-Produkt den PTI durch Inhibierung von BAK1 
unterdrückt. AvrPto könnte mit BAK1 interagieren, nicht aber mit FLS2 oder EFR Kinasedomänen, wobei dies unklar 
bleibt, neueren Publikationen zufolge ist BAK1 kein Target dieses Effektorproteins (Shan et al., 2008; Xiang et al., 
2011). Laut Xiang, der 2008 davon ausging dass diese Interaktion stattfindet wäre sie in der Lage gewesen den PTI zu 
unterbinden (Xiang et al., 2008). 
 
Downstream der R-Proteine liegen Transkriptionsfaktoren und eine Anzahl von anderen Proteinen, mit teilweise 
unverstandenen Funktionen, die (un)-entbehrlich sind für die Aktivierung einer hypersensitiven Reaktion. Die 
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Unterscheidung der R-Proteine in TIR-und CC NB-LRR impliziert die Assoziation mit unterschiedlichen 
Downstreamkomponenten, da eine Interaktion mit diesen an den variablen Domänen auftritt. EDS1 und NDR1 sind 
zwei dieser Proteine, deren Funktion für die R-Proteine der beiden Typen benötigt werden, aber in einem 
unterschiedlichen Ausmaß in den beiden Klassen eine Rolle spielen (McDowell et al., 2000; Glazebrook, 2001). 
Weitere Proteine, die zur Aktivierung benötigt werden, sind SGT1b und RAR1. Beide sind in gleichem Ausmaß wichtig 
für die Aktivität beider Klassen  (Austin et al., 2002; Tor et al., 2002). EDS1 ist ein Regulator für biotischen und 
oxydativem Stress (Wiermer et al., 2005). PAD4 und EDS1 sind mit Lipasen Homolog (Falk et al., 1999; Jirage et al., 
1999). EDS1 weist keinerlei bekannte Chromatin- oder DNS- bindende Domänen auf und ist sowohl im Kern als auch 
zytoplasmatisch lokalisiert (Feys et al, 2005; Wirthmueller et al, 2007). EDS1 verändert die Aktivierung und 
Relokalisierung der R-Proteine nicht, es wirkt aber als Signal-Mediator der R-Proteinsignals. Bei Verlust der EDS1 
Funktion kommt es zur Aufhebung des R-Proteinsignals, gleichzeitig zum Ausbleiben der Transkriptionsveränderung 
von 130 defense related Genen (Bartsch et al, 2006; Wirthmueller et al, 2007) EDS1 interagiert mit PAD4 und 
SAG101, ist dadurch wesentlich mit der Auslösung des HR verbunden und löst diesen nach der Erkennung einer 
Vielzahl von Pathogenen aus (Feys et al., 2001, 2005; Hu et al., 2005). PAD4 und EDS1 können in Bezug gesetzt 
werden zu Triacylglycerol Lipasen (Jirage et al., 1999; Falk et al., 1999). Diese Proteine werden bei den R-Genen eine 
weitere Rolle spielen.  Phosphatidylsäure, deren Konzentrationen nach Abwehrreaktionen erhöht sind, werden von 
Phospholipasen D (PLD) hergestellt (Meijer & Munnik, 2003). PLD-γ wurde als Dämpfer für H2O2 ausgelöste 
Zelltodreaktionen beobachtet. PLD-γ selbst wird durch Ölsäure stimuliert, bei deren Fehlen entwickeln sich 
verletzungs-imitierende Phänotypen (Wang & Wang, 2001; Kachroo et al., 2003) Ebenfalls sind Sphingosine an der 
Regulation des Zelltods beteiligt. So zeigt sich bei Fehlen von ACD11, einem Sphingosin-Transfer-Protein, ein PAD4- 
und EDS1- abhängiger Zelltod (Brodersen et al., 2002). 
 
NDR1 ist ein stark modifiziertes, verfügt es doch über einen C-terminalen Glycosylphosphatidylinositol-Anker und 
eine N-terminale Glycosylierung, Membranprotein mit Funktion in R-Proteinaktivierung (Century et al., 1997; 1999; 
Coppinger et al., 2004). Diese C-terminale Modifikation ist speziell. Dieser Anker ist, im Gegensatz zu den meisten so 
modifizierten Proteinen ist dieser Anker nicht durch Phospholipase C spaltbar (Coppinger et al., 2004). NDR1 ist ein 
teils homolog zu Integrinen. Seine Funktionen sind die Regulation der Elektrolytsekretion und die Aufrechterhaltung 
der Struktur der Junktions an der Plasmamembran. Seine Funktionen umfassen die Reaktion auf Pathogene wie die 
Reaktion auf Stress (Century et al., 1995, Knepper & Day, 2011). Ebenfalls von Interesse, wenn auch in der Erklärung 
des PTI zurückgestellt worden, ist die Funktion von NDR1, in der durch FLS2/BAK1 mediierten Reaktion auf flg22. 
FLG22-INDUCED RECEPTORLIKE-KINASE1 (FRK1) ist ein früh exprimierter Marker nach Aktivierung des MAPK 
Pathways, nach Flg22 Behandlung. ndr1-1 zeigen in der Expression dieses Markers einen eindeutigen Defekt 
gegenüber Wildtyp-Pflanzen. Ebenfalls reduziert sind MAPK3 und MAPK6 nach Behandlung mit flg22 (Beckers et al., 
2009; Knepper & Day, 2011). NDR1 ist ebenfalls als Interaktionspartner von RIN4 bekannt, wobei wieder der Link mit 
den MAPK des PTI hergestellt wäre (Day et al., 2006).  
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Downstream einer Aktivierung dienen weitere Faktoren als Interaktionspartner mit R-Genen. WRKY 
Transkritptionsfaktoren binden an invariante N-terminale Domänen von CC-NB-LRR Proteinen an (Shen et al., 2007). 
Diese Interaktion führt in weiterer Konsequenz zur Aufhebung deren Inhibierung und aktiviert MAMP-triggered 
Immun Antworten, was prinzipiell zu einem programmierten Zelltod (PCD) führen kann (Shen & Lefert, 2007). WRKY 
Proteine sind Transkriptionsfaktoren, verfügen typischerweise über eine WRKY Domäne, die an cis- aktive DNS 
Elemente, sogenannte W-Boxen bindet (Ulker & Somssich, 2004; Yamasaki et al, 2005). Eine Interaktion mit der 
Maschinerie der Transkription konnte auch für RPM1 gezeigt werden. Es interagiert mit dem DNA polymerase II 
accessory Protein TIP49a, einem Inhibitor der pflanzlichen Immunantwort (Holt et al., 2002). 
 
Die Eingriffe in die Transkription sind die Folge der Aktivierung von R-Proteinen und der Kernlokalisierung des 
entstehenden Signals. Eine Aktivierung von R-Proteinen setzt zweierlei voraus: Einerseits ist die Aufhebung der 
Inhibierung, wie oben dargelegt durch jeweilige Effektoren, und andererseits das Vorhandensein eines Pools von 
funktionsfähigen Proteinen selbst vonnöten. Diese Voraussetzung wird durch ein enges Geflecht von R-Proteinen mit 
Chaperonen und Abbau-Pathways erfüllt. Die Domänenstruktur von RAR1 lieferte zuverlässige Vorhersagen seiner 
Interaktion mit SGT1 (Azevedo et al., 2002). In Abwesenheit von RAR1, SGT1 oder HSP90 sind Senkung des 
Grundlevels der R-Proteinen zu beobachten (Tornero et al, 2002; Hubert et al, 2003; Lu et al, 2003; Belkhadir et al, 
2004; Bieri et al, 2004; Holt et al, 2005; Azevedo et al, 2006). HSP90 dient hierbei der Stabilisierung R-Proteine. Es 
interagiert mit diesen und mit den Cochaperon-ähnlichen RAR1 und SGT1 (Hubert et al, 2003 Azevedo et al, 2002; 
Shirasu and Schulze-Lefert, 2003; Takahashi et al, 2003; Bieri et al, 2004; Liu et al, 2004; Shirasu et al., 2008). 
Degradation wird ebenfalls von diesem Komplex reguliert. RAR1 und SGT1 interagieren mit Untereinheiten des COP9 
Signalosoms (Serino and Deng, 2003). SGT1 im speziellen interagiert mit SCF, einer Ubiquitin Ligase (Azevedo et al., 
2002; Liu et al., 2002). 
 
Zusammenfassend lässt sich der ETI wie folgt in Kürze darstellen. Wie im SA Kapitel dargestellt führen 
Wechselwirkungen aus Ionenströmen und Hormonen letztendlich zur Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) und 
zur Aktivierung der Expression, der für die Synthese von Abwehrstoffen benötigten Proteine (Yang et al., 1997; Jabs 
et al., 1997; Alvarez et al., 1998). Die Produktion von Callosebarrieren, die Verdickung der Kutikula, MeSA-Export 
etc…, führt zur Verhinderung einer Ausdehnung der Infektion, in deren Grenzen eine durch Zelltod gekennzeichnete 
Reaktion, die Hypersensitive (HR), einsetzt (Greenberg 1996; Heath, 2000; Bell, 1981; Hahlbrock & Scheel, 1989).  
 
1.2.3. Erworbene Resistenz 
Die Prozesse die beschrieben wurden führen aber gleichzeitig zur zellulären  „Erinnerung“  
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Nonexpressor of PR1 (NPR1) wurde als Regulator verschiedener pathogenesis related (PR) Gene, und als wesentlich 
für die systemic acquired resistance (SAR) beschrieben (Dong, 2004). Als Konsequenz von SAR und somit als 
Funktionsweise von NPR1 werden viele verschiedene Proteine mit Aufgaben im sekretorischen Pathway und ER-
Komponenten verstärkt exprimiert. 
 
Die Fähigkeit, nicht betroffene Zellen über eine mögliche Gefährdung zu unterrichten, ist auch in der Pflanze 
gegeben (Ross, 1961a,b). Je nach Distanz zwischen der Infektion und der Resistenz spricht man von bei kurzen 
Distanzen von local acquired resistance (LAR) und bei weiteren von SAR (Ross, 1961a, b). SAR wird sowohl durch ETI- 
als PTI- Ereignisse induziert (Pieterse, et al., 2009). Sie zeichnet sich insbesondere durch die Expression von 
pathogenesis-related- (PR-) Genen aus (van Loon et al., 2006). Salicylat ist hierbei für die Signalübertragung 
zuständig (Pieterse et al., 2009). Nicht SA abhängige Resistenzen sind jasmonat- und ethylen- abhängig und die 
sogenannte induced systemic resistance (ISR), sie ist ebenfalls jasmonat- und ethylen-abhängig und wird durch nicht 
pathogene Wurzelbakterien hervorgerufen (van Loon et al., 1998; Pieterse, et al., 2009; Staswick et al., 1998; 
Thomma et al., 1998; Vijayan et al., 1998; Chang & Shockey, 1999; Thomma et al., 1999). Eine Signalinterferenz 
zwischen den oben genannten Resistenzen ist möglich.  
 
1.2.4. Phytohormone 
Hormonsignale spielen in Pflanzen eine wesentliche Rolle in der Signaltransduktion innerhalb der Zellen und 
zwischen Zellen bzw. Zellverbänden. Die hier dargestellten Phytohormone wirken teilweise synergistisch und 
teilweise antagonistisch. Das Verständnis der jeweiligen Signaltransduktionwege ist notwendig, um einerseits den 
Zelltod zu verstehen, der in weiterer Folge in den Resultaten ersichtlich wird, andererseits gegen andere 
Signaltransduktionswege abzugrenzen, sprich die Erklärung der nicht an diesem Phänomen partizipierenden 
Hormone erscheint notwendig, um gegen sie zu diskriminieren. 
 
Die Unterteilung der Pathogene in Nekrotrophe, Hemibiotrophe und Biotrophe spielt eine wesentliche Rolle in der 
Art der Pflanzenreaktion. Die Unterschiede in der Neigung, lebendes oder totes Gewebe zu besiedeln, führt dazu, 
dass spezialisierte Signaltransduktionswege, die durch Phytohormone reguliert werden, in den Pflanzenzellen 
notwendig sind, um eine angemessene Reaktion zu erlauben. So werden Nekrotrophe, also jene, die das Leben in 
abgestorbenem Gewebe vorziehen, durch Jasmonat regulierte Signaltransduktionswege Biotrophe durch 
salicylatbedingte (SA-bedingte) Signaltransduktionswege, eingedämmt (Spoel et al., 2007; Robatzek et al., 2006). 
Neben bakteriellen und pilzlichen Pathogenen sind herbivore Insekten zu betrachten. Bei Verwundungen prägen 
Jasmonate das Erscheinungsbild der Reaktion (Glazebrook, 2005; Pieterse et al., 2009). Durch Überlagerung der 
Effekte von Phytohormonen, also positiver wie negativer Interferenz, werden weitere Möglichkeiten geschaffen. 
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Einerseits wirken Jasmonate- und Ethylen-regulierte Signaltransduktionswege synergistisch, Salicylat und Jasmonat 
antagonistisch (Glazebrook, 2005; Kunkel & Brooks, 2002; Tsuda et al., 2009).  
 
SA-Signale führen zur Anpassung der Redox-Systeme auf die sich veränderten Notwendigkeiten ROS-Bildung und 
Abbau zu kontrollieren bzw. auf abiotische Reize angemessen zu reagieren (Mou et al., 2003; Mateo et al., 2006). 
Eine schlussendliche Aktivierung von Enzymen ist die Folge (Ananieva et al.,2004; Popova et al.,2009; Xu et al.,2008). 
Chorismat dient der in den Chloroplasten ablaufenden Hormonsynthese als Ausgangssubstrat, wobei zwei 
verschiedene Synthesewege möglich sind (Wildermuth, 2006; Garcion and Métraux, 2006). Einerseits kann SA aus  
einer Reaktionskaskade mit den Intermediärprodukten Benzosäurederivaten oder über Cummarylsäuren, die durch 
Phenylalanine Ammoniumlyasen gestartet wird, generiert werden. Andererseits ist eine zweistufige Reaktion 
möglich die via Isochorismatsynthase und Isochorismate Pyruvatlyase katalysiert wird (Strawn et al., 2007; 
Wildermuth et al., 2001; Verberne et al., 2000). Diese Reaktion stellt den Hauptteil von SA, in Tabak und Arabidopsis 
während einer Infektion (Catinot et al., 2008; Wildmuth et al., 2001). SA wird weiter umgesetzt durch SA 
Glykosyltransferasen in Glukosederivate, hierbei unterscheidet man Verbindungen mit Speicherfunktion, die in der 
Vakuole gelagert werden und bioaktive, zytoplasmatische Verbindungen (Dean et al., 2003,2004,2005; Lee and 
Raskin, 1998, 1999; Song, 2006). Durch die Umsetzung von SA in MeSA wird ein Transport des Hormons von 
infizierten Geweben in systemische Gewebe möglich, dies dient der Generierung eines systemic required resistance 
(SAR) Signals (Vlot et al., 2009). SA-Niveaus sind in Reaktionen auf biotischen und abiotischen Stress erhöht. 
Abhängig von der Distanz des Events ist eine graduelle Senkung der SA-Konzentration zu verzeichnen. Während 
„systemische“ Organe, also solche, die nicht direkt infiziert werden, in Infektionsversuchen eine schwache, bis zu 
5facher Erhöhung verzeichnen, ist eine Induktion der SA-Menge in direkt infizierten Organen bis zu 100fach 
gegenüber des Grundniveaus zu verzeichnen. SA bindet in weiterer Folge an verschiedenen Enzymen, darunter 
Katalasen zum Abbau von Peroxiden und anderen ROS, und löst eine Inhibierung der Abbaufunktion dieser Katalasen 
aus(Chen et al., 1993). Die weitere Einwirkung von SA auf andere ROS Abbauende Enzyme führt zu einer 
Anreicherung der Zelle mit ROS (Vlot et al., 2009).  
 
SA-Antworten werden zeitlich in zwei Gruppen eingeteilt. Einerseits frühe Antworten, die nach spätestens 30 
Minuten auftreten, werden durch sowohl in Tabaken als auch in Arabidopsis durch TGA-Transkriptionsfaktoren 
hervorgerufen, und benötigen keine de Novo Synthese von Proteinen (Horvath et al., 1998; Blanco et al., 2005; 
Thurow et al., 2005). Unmittelbare SA-abhängige Veränderungen sind nicht Nonexpressor of PR1 (NPR1) abhängig, 
jedoch erhöht sich die NPR1 Abhängigkeit in Folge (Blanco et al., 2005, 2009). Transkription ist durch SA-responsive 
Loci (SArLc) dem Einfluss der SA unterworfen. ETI und PTI sind die Grundlage der Expression von SArLc. Sie führen 
durch die Akkumulation von SA zum Erreichen des, für weitere Antworten benötigten SA-Spiegels. PTI aktiviert den 
Phenylpropanoid-Metabolismus, der wiederum für eine Erhöhung der SA Menge verantwortlich ist (Navarro et al, 
2004; Tsuda et al., 2008; Wildermuth, et al., 2001; Yaeno & Iba, 2008; Garcion et al., 2008). Wie oben erwähnt ist 
auch die Synthese von Transkriptionsfaktoren erhöht. Diese wiederum sind an der Expression der frühen SArLc 
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beteiligt. Unter diesen befinden sich PAD4, EDS1, NPR1 und die Isochorismatsynthase1 ICS1 (Wiermer et al., 2005; 
Feys et al., 2001; Jirage, 1999; Wildermuth, 2002; Yu et al.,2001; Rochon et al., 2006; Tada et al., 2008). ICS1 
konvertiert Isochorismat in SA, diese Reaktion stellt den Hauptanteil des SA nach Infektionen (Wildermuth et al., 
2002). NPR1 wird während der SA Akkumulation in den Kern transportiert und monomerisiert (Rochon et al., 2006; 
Tada et al., 2008). Diese Monomere interagieren nun direkt mit TGA Dimeren und heben die Inhibierung der späten 
SArLc auf, gleichzeitig wird eine Aktivierung der Trankriptionsfaktoren hervorgerufen (Johnson et al., 2008). Späte, 
durch SA hervorgerufene Transkriptionsveränderungen beinhalten das hier untersuchte Gen PR1 (Lebel et al., 1998). 
Die Expression von PR1 erfordert die Interaktion von vier TGA Faktoren und NPR1, mit unterschiedlichen 
Eigenschaften bzgl. deren aktivierenden oder inhibierenden Eigenschaften (Kesarwani et al., 2007). Hierbei ist nicht 
die Bindung an Promotorstrukturen, sondern die Wechselwirkung zwischen den Faktoren SA abhängig (Rochon et 
al., 2006). Ebenfalls an der Transkriptionsveränderung durch SA beteiligt sind WRKY Transkritptionsfaktoren, die 
abhängig von TGA und NPR1, eine Art Feedbackregulation der SA  Antwort darstellen (Wang et al., 2006; Vlot et al., 
2009). Man unterscheidet wie oben erwähnt verschiedene Stadien nach dem Zeitpunkt ihrer Aktivierung. Die späte, 
durch SA verursachte Transkriptionsveränderung benötigt große SA-Mengen, die durch die frühe Aktivierung und 
Feedback-loops erreicht wird (Tsuda et al., 2008; Wang et al., 2008). Die Aktivierung der „systemic acquired 
resistance“ SAR, als letzter Teil der Immunantwort, benötigt SA, der ETI verursacht deren Akkumulation (Loake & 
Grant, 2007; Vlot et al., 2008). Spezifische Chromatinmodifikationen sind ein zugrundeliegender Mechanismus der 
Genaktivität an den SARlc. Durch SA Zugabe und Infektion verändern sich Modifikationsmuster an den Histonen. 12-
48 Stunden nach Infektionen werden vermehrt die Modifikationen H3Ac, H4Ac, H3K4me2 und H3K4me3 beobachtet 
(Mosher et al., 2006; Butterbrodt et al., 2006; Koorneef et al., 2008). Diese Chromatinveränderungen dürften als 
epigenentisches Gedächtnis dienen, und dürften SUMOylierungsreaktionen beinhalten (SMALL UBIQUITIN-LIKE 
MODIFIER), die den gesamten Vorgang regulieren (van den Burg and Takken, 2009; Lyst et al., 2007). 
 
SA spielt eine Rolle im Zelltod. Mutanten mit veränderter Fähigkeit der Akkumulation von SA führen zu 
unterschiedlichen Ereignissen im Zelltod. Es ist sowohl ein vollständiges Verschwinden, eine Reduktion sowie kein 
Effekt zu beobachten, was den Schluss zulässt, dass SA eine Rolle im manchen, aber nicht allen Zelltodereignissen 
spielt (Lorrain et al., 2003). Hohe SA Konzentrationen finden sich wie oben beschrieben am Ort der Infektion. Diese 
hohen Konzentrationen werden dann in weiterer Folge mit anderen Signalen zu zelltodstimulierenden Funktionen 
umgewandelt, dies wurde in der späten Phase erklärt. Niedrige SA Konzentrationen, durch den Export bedingt, 
könnten ein Überlebenssignal darstellen, MeSA ist am SAR beteiligt. Dieser so gewonnene Gradient ist dann 
demnach in der Lage, Zelltod in die vorgesehenen Grenzen zu weisen und eine Infektionsausbreitung zu unterbinden 
(Alvarez et al., 2000). Es ist weiters eine Feedbackregulation zwischen SA-abhängiger ROS-Produktion und SA-
Synthese durch die Wirkung von ROS naheliegend (Leon et al., 1995).  
NO löst in Zellkulturen Zelltod aus, wirkt hierbei synergistisch zu SA, um eine hypersensitive Reaktion (HR)  
beziehungsweise die Verteidigung zu aktivieren (Durner et al., 1998; Clarke et al., 2000). Die Ursache eines HR wird 
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hierbei als ein Ungleichgewicht von NO und Wasserstoffperoxidkonzentrationen angesehen (Delledonne et al., 
2001).  
Auf diesem Niveau, der Aktivierung und der Antwort bedingt durch die Aktivierung von WRKY Faktoren, findet auch 
der Crosstalk zwischen den Hormonen den Jasmonsäuren (JA) und SA statt, die teilweise synergistische Wirkung auf 
WRKY Faktoren aufweisen, sich aber hauptsächlich gegenseitig ausschließen (Vlot et al., 2009). Diverse andere 
ethylenabhängige Transkriptionsfaktoren spielen weitere Rollen in der Auslösung von HR. Sie sind SA abhängig, 
unterscheiden sich aber durch ihre Abhängigkeit von NPR1 (Eulgem et al., 2005). 
 
JA sind weitere Phytohormone. Sie wirken positiv auf Immunantworten, Reproduktion, und negativ auf Wachstum 
und Photosynthese ein (Katsir et al., 2008a). JA werden aus Linolsäure in den Chloroplasten über mehrere 
Reaktionstufen gebildet. Wie SA ist eine Umsetzung in aktive und inaktive Formen die Fortsetzung der 
Reaktionskaskade. Aktive Formen führen zur Interaktion zwischen Proteinen, darunter Coronatin insensitive1 COI1, 
und zum Abbau spezifischer Inhibitoren (Xie et al., 1998; Xu et al., 2002). COI1 interagiert nach JA-Gabe mit 
Komponenten des SCF Komplexe, einem proteolytische Komplex, diese Interaktion führt zum Abbau von für die 
Expressionsinhibierung von JA-abhängigen Genen verantwortlichen Proteinen (Xu et al., 2002; Devoto et al., 2002; 
Lorenzo and Solano, 2005; Chini et al., 2007; Thines et al., 2007; Katsir et al., 2008b). Die Aktivierung von 
Transkriptionsfaktoren durch Abbau deren Inhibitoren führt zur Expression deren Inhibitoren (Thines et al., 2007; 
Chini et al., 2007; Yan et al., 2007; Vanholme et al., 2007; Chung et al., 2008). Jasmonsäure und Ethylen kontrollieren 
Zelltod bedingt durch Stress und Entwicklung, Jasmonat ist hierbei ein negativer Regulator unter oxydativem Stress, 
wirkt aber unter Pilztoxineinfluss Fumosin B1, wie auch Ethylen, als positiv auf den Zelltod (Rao & Davis, 2001; Asai 
et al., 2000).  
 
Auxin ist während des Wachstums des Keims ein Signal für die Lage der Zelle im Keimling und gibt Informationen 
über äußere Verhältnisse wie Licht und Schwerkraft weiter (de Smet & Jurgens, 2007; Friml, 2003). Aux/IAA, 
Inhibitoren der Auxinantwort, binden Transkriptionsfaktoren, die Auxin response factors oder ARFs und verhindern 
so deren Aktivität. Die auxinregulierten Transkriptionsfaktoren werden ebenfalls konstitutiv inhibiert und erst durch 
Auxin aktiviert (Guilfoyle and Hagen, 2007). 
 
Brassinosteroide (BR) sind wie Auxin an der Entwicklung beteiligt und aktivieren Transkriptionsfaktoren (Yin et al., 
2002; He et al., 2005; Yin et al., 2005; Wang et al., 2002). Brassinosteroide sind zB an Differenzierungsereignissen in 
Z. elegans beteiligt, welche das autolytische Zelltodprogramm beinhalten (Fukuda et al., 2001).. Es sind mehrere 
Kinasen und Phosphatasen bekannt, die Transkriptionsfaktoren regulieren. Phosphorylierungen und 
Phosphataseaktivitäten führen zu Veränderungen der „Antwort“-Komplexe, d.h. Inhibierung von Homodimeren und 
Bildung von Heterodimeren mit veränderten Eigenschaften, die in weiterer Folge zum Ausbleiben der Anbindung an 
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DNS-Strukturen führen (He et al., 2002; Mora et al., 2004; Vert and Chory, 2006 ; Gampala et al., 2007; Ryu et al., 
2007). Eine BR-Gabe führt zur Hypophosphorylierung, eine Bindung an DNS-Strukturen, und Aktivierung von BR-
induzierter Transkriptionsveränderung (He et al.,2005; Yin et al., 2005.) Die Regulation dieser Komponenten 
beinhaltet den Abbau der agierenden Proteine. Dieser Abbau ist Abhängig von Phosphorylierungsmustern. Die 
Bindung von BR wird an und für sich der Membran ausgelöst, und führt zur Veränderung der 
Phosphorylierungsmuster, und verhindert so den Abbau der Proteine. BRI1, der Brassinoidbindende Rezeptor, 
besitzt eine extrazelluläre Domäne aus 25 LRR Domänen und einem 70 Aminosäure langem Einschub zwischen 21. 
und 22. LRR-Domäne, eine Transmembrandomäne und eine zytoplasmatische Ser/Thr Kinase. Dieser Einschub ist für 
die spezifische Bindung von BR an BRI1 erforderlich. Neben dem Komplex BRI1-BAK1 existieren noch zwei weitere 
BRI1 homologe Rezeptoren, deren Funktion im BR Signalweg liegt (Yin et al.,  2002). Eine BR Bindung führt zu einer 
Phosphorylierungskaskade und konsequenterweise interagiert BRI1 mit SERK1 und BAK1 (Kinoshita et al., 2005;  Li et 
al., 2002; Nam & Li, 2002; Russinova et al., 2004). Nach der Bindung von BR an BRI1 verändert BRI1 seine Affinitäten. 
Sein Inhibitor BKI1 (BRI1 Kinase Inhibitor 1) wird entlassen und BAK1 gebunden. Semi-Zwergenwuchs in BAK1 
Mutanten ist BR-abhängig, nicht jedoch die Infektionsanfälligkeit durch Pilze und die erhöhte Zelltodrate 
(Kemmerling et al.,  2007). Der BAK1-BRI1 Komplex findet sich wie der FLS2-BAK1 Komplex neben der Membran auch 
in Endosomen, es ist aber unklar, ob er sich im Gegensatz zu FLS2-BAK1 konstitutiv endozytiert oder ähnlich wie 
FLS2-BAK1 erst nach Ligandenbindung internalisiert wird (Russinova et al., 2004; Geldner & Robatzek, 2008; 
Kemmerling persönliches Gespräch). BAK1 dient also verschiedenen Perzeptionsereignissen als Signalvermittel, 
sowohl in der Immunantwort als auch in der Reaktion auf Brassinosteroide (Heese et al., 2007).  
 
Für die Morphogenese sind mehrere Hormone vonnöten, die sich in gegenseitiger Abhängigkeit von einander 
befinden (Nemhauser et al., 2006; Nozue & Maloof, 2006). BR wirken mit Auxinen synergistisch bei der Steigerung 
der Zellelongation und zeigen bei Missregulation bzw. bei Mutationen, deren Synthese betreffend, Zwergenwuchs 
(Halliday 2004). Der synergistische Effekt resultiert aus den gemeinsamen frühen Target-Genen, hierbei werden 
Gene, die bei BR-Gabe verändert werden, durch ARFs mitreguliert (Goda et al., 2002; Mussig et al., 2002; Nemhauser 
et al., 2004; Yin et al., 2002, Goda et al., 2004). Nicht nur die Koregulation der BR-abhängigen Gene durch Auxin wird 
beobachtet, es sind gleichzeitig Elemente bekannt, die auf beide Hormone ansprechen. Diese weisen DR5 auf, eine 
durch Auxin und BR ansprechbare ARF-Bindungstellen ähnliche Bindungsstelle, deren volle Aktivität von beiden 
Hormonsignalwegen abhängt (Nemhauser et al., 2004; Nakamura et al., 2003). Eine Beeinflussung beider 
Signaltransduktionswege ist aber auch auf Protein Niveau gegeben, da Einzelkomponenten sich wechselseitig 
regulieren (Vert et al., 2008). 
 
Ethylen hingegen ist an Seneszenz und Zelltodereignissen in der Entwicklung, insbesondere der von Wurzeln bei 
Sauerstoffmangel, beteiligt (Orzaez & Granell, 1997; Drew et al., 2000). Es aktiviert ebenso ROS in Verletzung 
imitierenden Mutanten (Young & Gallie, 2000). 
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Ein dichtes Netzwerk von Regulatoren ist also verantwortlich dafür, dass an der Membran, und im Zytoplasma 
ausgelöste Signal in den Nukleus und in den Nukleus der Nachbarzellen zu transportieren. Einführend erwähnt 
wurden Mechanismen zur Manipulation dieser Signale.  
1.2.5. Endozytose, Exozytose und Sekretion im Rahmen der Immunantwort 
Membranprozesse spielen in vielen biologischen Prozessen entscheidende Rollen. Die sind auch an der pflanzlichen 
Immunantwort beteiligt. Es wird Endozytose/Exozytose ebenso beobachtet wie Import und Export Prozesse durch 
Kanäle und Transporter.  
 
Der FLS2-BAK1 Komplex ist erst dann in Endosomen aufzufinden, wenn der entsprechende Ligand, Flg22 gebunden 
wurde, wurde aber bereits beschrieben (Robatzek et al., 2006). Andere Prozesse die die Membran betreffen folgen. 
PMR4 kodiert die Callose Synthase, die für pathogeninduzierte Calloseeinlagerung verantwortlich ist. 
Calloseeinlagerungen dienen einerseits der schnellen Expansion während der Embryogenese, fehlen aber in adulten 
Zellwänden. Es ist bekannt, dass callosedefiziente Zellen Probleme mit der Zytokinese aufweisen. Sie zeichnen sich 
durch eine Vielzahl von Kernen pro Zelle aus (Thiele et al,. 2009). Callose wird auch nach Penetration der Pflanze 
durch Pathogene eingelagert. Bei Mutation von PMR4 erhöht eigenartigerweise die Resistenz gegenüber einiger 
Pathogenen, sie zeigt Akkumulation von SA und insofern eine Aktivierung der SA-abhängigen Verteidigung 
(Nishimura et al., 2003). Diese Calloseeinlagerungen Verändern die Membran. PEN1, PEN steht für Penetration, 
kodiert ein plasmamembranständiges SNARE Protein. Es mediiert die Fusion von Vesikeln mit antimikrobiellem Inhalt 
zur Sekretion (Collins et al., 2003). Ein verwandtes SNARE-Protein, SYP132, wurde in Tabak als wesentlich für die 
Resistenz gegenüber Pathogenen identifiziert (Kalde et al.,  2007). Spezifische mildew resistance locus O (MLO) 
Familienmitglieder inhibieren die PEN1 abhängige Sekretion (Collins et al., 2003 Assaad et al., 2004). Bei Fehlen 
dieser Inhibitoren tritt eine Resistenz gegen echten Mehltau auf (Consonni et al., 2006). Es ist also naheliegend, dass 
die Induktion der MLO, die die PEN1 abhängige Sekretion inhibiert, durch den Pilz ausgelöst wird, was auf 
Koevolution von Pilz und Pflanze und damit auf den ETS/ETI Mechanismus hindeutet (Jones and Dangl, 2004). PEN2 
ist an der Synthese von Glucosinolate-derivaten Sekundärmetaboliten beteiligt (Bednarek et al., 2009). Antifungale 
und antiherbivore Funktionen werden diesen zugeschrieben, wobei der Export dieser Sekundärmetaboliten 
mutmaßlich von einem ABC Transporter PEN3, nicht durch Aggregation, ausgeführt wird. Hinweise hierauf liefern 
Mutantenscreenings (Stein et al., 2006). PEN2 und PEN3 werden durch flg22 Behandlung induziert, was eine Rolle im 
PTI impliziert (Jones & Dangl, 2004). Bei PEN1 und PEN2/PEN3 handelt es sich also um unterschiedliche 
Sekretionswege (Lipka et al., 2005). Nach der Penetration durch Pathogene werden PEN-Proteine und PMR4 
synthetisierte Callose an der Penetrationsstelle beobachtet (Meyer et al., 2009) Die Lokalisation ist abhängig von 
mehreren zugrundeliegenden Mechanismen (Underwood & Somerville, 2008). Es ist zwar seit langem bekannt, dass 
Sekretion in der Immunreaktion eine wesentliche Rolle spielt, der genaue Mechanismus ist aber nicht bekannt (Van 
Loon & Van Kammen, 1970). Eine Erklärung hierfür ist die Notwendigkeit, die nun erhöhten Vesikeltransporte und 
die Sekretion der PR-Proteine besser koordinieren zu können, um auf erneute Infektionen schnellere Reaktionen zu 
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ermöglichen (Wang et al., 2005). Wenn diese Systeme durch Mutationen ausfallen, ist keine angemessene 
Immunreaktion mehr möglich. Es werden weder PR-Gene sekretiert, noch ist die Resistenz der Mutante gegenüber 
bakteriellen Effektoren ausreichend hoch, um diese zu bekämpfen (Wang et al., 2005).  
 
2. 1.3. Spezielle Einführung 
Einzelne Mutanten von Genen mit membranständigen Proteinprodukten, die im PTI eine wesentliche Rolle spielen, 
führen zu Zelltod. An und für sich würde das nicht weiter verwundern, da die Theorie des ETI/ETS Phänomens davon 
ausgeht, dass es sich um hierbei um potentielle Ziele von ETS Events handelt, die durch ein/bzw. mehrere R-Gene zu 
schützen sind. Jedoch gibt es für diese Proteine, namentlich BAK1, BKK1, BIR1 BIK1 und SCD1 wenn überhaupt, doch 
nur sehr kontrovers diskutierte sie ansprechende Effektorproteine, wie beispielweise AvrPto. Eine andere, wenn 
auch weit problematischere Erklärung könnte darin liegen, dass spezifische Interaktionen tatsächlich 
zelltodinhibierend wirken und der Zelltod, der in den Mutanten auftritt, nicht das Produkt eines isolierten R-Proteins 
ist, sondern quasi wie der tierische MHC Komplex Immunreaktionen und Überlebenssignale integriert. Es handelt 
sich bei dem Zelltodereignis dieser Mutanten um einen SA-abhängigen Mechanismus. Ein doppelter Mechanismus 
wäre hingegen eine eleganteste Lösung beider Probleme. Die R-Protein Variante oder die Frage nach dem „Was löst 
den Zelltod aus“? kontrolliert das Vorhandensein des Immunkomplexes und reagiert bei Ausbleiben des 
Überlebenssignals, der Frage „nach evolutionären Ursachen?“ als „Selbstmord“-Kontrolle. Mit dem letzten Satz 
nähern wir uns immer mehr dem eigentlichen Thema dieser Arbeit, welche die Frage nach spezifischen 
Interaktionpartnern von BAK1, BKK1 und BIR1 die Downstream von diesen eine Erklärung bereithalten könnte, wie 
putative Überlebens-/Zelltodsignale der Rezeptorkinasen an der Membran weitergegeben werden können und ob es 
tatsächlich einen Apparat von zytoplasmatischen Interaktoren gibt, die diese Funktion erfüllen. Neben der Funktion 
in PTI-Signaltransduktion interagieren BAK1, SERK1, SERK2 und BKK1 mit BIR1. BIR1 kodiert eine 
membranlokalisierte RLK. Die Nullmutante bir1-1 zeigt Ähnlichkeiten zu autoaktivierten R-Genen. Sie zeigt 
Zwergenwuchs, hohen SA Gehalt, sie exprimiert konstitutiv PR1 und zeigt in jedem Stadium Zelltod. Der Phänotyp 
dieser Mutante ist temperaturabhängig. Das Wachstum wird bei 28°C erhöht. Die bir1-1 Mutation wird durch 
Deletion von PAD4 EDS1 und NDR1 aufgehoben (Gao et al., 2009). BIR1 hat ebenfalls einen Effekt auf die MAPK4 
nach der Behandlung mit flg22, das lässt vermuten dass dieses Proteinen als positiver Regulator von flg22-
induzierten Immunantworten dient (Cécile Segonzac and Cyril Zipfel, 2011). 
 
1.3.1. Regulation und Rolle von SNC1 Supressor of npr1-1, Constitutive1 
SNC1 ist ein TIR-NB LRR R-Protein (Zhang et al., 2003). Die gain of function Mutation von SNC1 führt zu konstitutiver 
Aktivierung anderer R-Proteinen und Downstream Antworten, unabhängig von der Anwesenheit von Pathogenen. 
Dies drückt sich in der Akkumulierung von SA, konstitutiver Expression von PR-Genen und erhöhter Resistenz 
gegenüber Pathogenen aus (Li et al., 2001). Die Regulation von SNC1 erfolgt über mehrere bekannte wie unbekannte 
Mechanismen. Es ist bekannt, dass die Chromatinstruktur durch defect in DNA methylation1 DDM1 verändert wird, 
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das seinerseits durch MOS1 (modifier of SNC1 1) reguliert wird (Li, 2010). Es ist ebenfalls bekannt, dass SNC1 
Autoaktivierung zeigt (Li et al., 2004). 
 
Die Mitglieder der P-Loop-NTPase-Domän-Superfamilie lassen sich durch deren Walker-A-und B-Motive 
kennzeichnen. Sie binden sowohl an die β- und γ-Phosphate von Nukleotidtriphosphaten als auch an Mg2+-Ionen. Die 
Toll/Interleukin-1 Rezeptordomäne ist eine intrazelluläre Signaldomäne. Sie beinhaltet drei hochkonservierte 
Regionen und vermittelt Protein-Protein-Wechselwirkungen (Marchler-Bauer et al., 2011). 
In der vierten LRR Domäne liegt letztlich das für die Liganderkennung von R-Proteinen wichtige exponierte β-
Faltblatt  (Yi und Richards, 2009) 
 
 
Abbildung 5 SNC1, ein ca. 1300 Aminosäure großes TIR-NB-R-Protein, verfügt über eine TIR und eine P-Loop-NTPase Domäne. snc1-11 ist 
eine die Expression weitestgehend unterbindende T-DNS Insertion. Zur zwischen 974 und 1301 auftretenden „resistant to p. syringae 6, 
provisional“ Domäne gibt es keine Strukturdaten. Diese lassen sich aber als LRR Region darstellen 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd). 
 
Viele konstitutiv aktive R-Gen-Mutanten sind temperatursensitiv. Das Ausmaß dieser Sensitivität schwankt allerdings 
zwischen den R-Genen. RPP4 ist ein zu SNC1 hochhomologes und am Selben, nämlich dem RPP5 Lokus platziertes 
Gen. Dieser Lokus ist mit SNC1 koreguliert (Yi & Richards, 2007). Beide weisen ebenfalls dieselben Intron Exon 
Nummern auf (van der Biezen et al., 2002). Insofern von Relevanz ist das snc1-1, die konstitutiv aktive Mutante von 
SNC1, bei 4-22°C zwar klein im Wuchs und die Immunantwort aktiv ist, jedoch Saatgut produziert, aber bei 28°C 
keine Wachstumsprobleme zeigt (Yang & Hua, 2004; Zhang et al., 2003). Die konstitutiv aktive RPP4-Mutante ist 
unter 12°C lethal (Huang et al., 2011). Diese E552K Punktmutation, snc1-1, zeigt geänderte Eigenschaften bezüglich 
der Fähigkeit in den Nukleus zu gelangen. SNC1 ist abhängig von den modifier of snc1 3 MOS3 und MOS6. MOS3 ist 
homolog zum Vertebraten Nucleoporin 96, und dem Hefe CNup145p, einem Teil des konservierten Nup107-Nup160 
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Kernporsubkomplexes, die sowohl Kernporenassemblierung als auch RNA Export als Funktion aufweisen (Vasu & 
Forbes, 2001; Walther et al, 2003). MOS6 kodiert Importin a3, das wiederum an das NLS (nuclear localisation signal) 
des Zielprotein bindet und über MOS3 importiert(Palma et al, 2005). Weiter unklar bleibt aber, ob durch MOS3 und 
MOS6 das autoaktivierte snc1-1 importiert wird und so seine Funktion erlauben oder ob spezifische mRNAs  
exportiert werden, worauf Homologe von MOS3 hindeuten, auf alle Fälle wird der snc1-1 Phänotyp teilweise durch 
das Fehlen von MOS3 und MOS6 aufgehoben (Palma et al, 2005; Zhang & Li, 2005).  
SNC1 ist aber von weiteren Teilen des Kernporenkomplexes MOS7 (Modifier of SNC1 7) /Nup88 abhängig, bei deren 
Mutation eine Aufhebung des Phänotypen von snc1-1 sichtbar wird (Wiermer et al., 2010). Da R-Gene oder R-
ähnliche Gene dieselben Downstream-Komponenten verwenden, wie zB EDS1 (Li et al., 2001), ist die 
Temperatursensitivität der R-Proteine auf Eigenschaften der R-Proteine selbst zurückzuführen, nicht aber abhängig 
von anderen Faktoren (Huang et al., 2011; Zhu et al., 2010). 
 
Mutationen im Tetratrivopeptidwiederholungen enthaltenden Protein SRFR1 führt zur Expression von SNC1 (Kim et 
al., 2010). SRFR1 ist ein negativer Regulator von AvrRPS4 induzierter Immunität in rps6 Mutanten (Kwon et al., 
2009). Gleichzeitig erhöhen Mutationen in SRFR1 die HopA1 induzierte Immunität in rps6 Mutanten (Kim, 2009). 
Interaktionen zwischen SRFR1 mit RPS4 und SNC1 finden in der mikrosomalen Fraktion statt. RPS4 ist ein EDS1 
abhängiges TIR-NB-LRR R-Protein (Gassmann et al., 1999; Aarts et al., 1998). SNC1 ist ebenfalls EDS1/PAD4 abhängig 
(Zhang et al., 2003). Der Anteil an kernlokalisertem SNC1, SRFR1 und RPS4 ist normalerweise gering (Wirthmüller et 
al., 2007), wird aber insbesondere bei der konstitutiv aktiven Mutante snc1-1 extrem hoch. Dieser Anteil bestimmt 
die Aktivität des Proteins SNC1 (Zhou et al., 2010). Diese Komplexbildung könnte die Translokation in den Nukleus 
unterbinden und dadurch beide R-Proteine inhibieren (Kim et al., 2010). 
 
Weiters existiert eine Regulation von SNC1 durch Copine. So ist bekannt das BONZAI1 (BON1), BONZAI assoziiertes 
Protein (BAP) 1 und sein Homolog BAP2 als generelle Inhibitoren von Zelltod und Immunantwort dienen (Yang & Hua 
2004; Yang et al., 2006a; Yang et al., 2007). 
 
Für die Funktion von SNC1 wurde 2010 ein Modell von Zhu erstellt. So erkennt SNC1 nach Pathogenerkennung das 
TPR1 (topless related1), das seinerseits DND1 und DND2 an der Expression hindert. DND1 und DND2 sind demnach 
Repressoren der Immunantwort, die erst durch die Bildung des aktiven Komplexes SNC1-TPR1 abgeschaltet werden. 
Insofern ist es nicht die Aktivierung der Genexpression, sondern das Gegenteil, die Verhinderung der Expression, die 
die Aktivität der TIR-NB-LRR-R Proteine ausmacht (Zhu et al., 2010). SNC1 ist auch Teil der Reaktion auf 
Stickstoffdioxid. Nach der Gabe von Stickstoffdioxid verändert sich in snc1 Mutanten das für den Redoxstatus so 
wichtige Verhältnis von Gluthation zu Gluthationdisulfat extrem stark, was in weiterer Folge eine höhere 
Antioxidanzkapazität für die ROS bietet.(Schaffer & Buettner 2001, Xu et al., 2010). Diese Effekte sind ähnlich denen 
von Mutanten deren SA-response über eine Überfunktion verfügt.  
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1.3.2. Funktion und Rolle von Copinen 
Copine sind über eine Vielzahl von Eukarioten hochkonservierte, kalziumabhängige phospholipidbindende Proteine. 
Mehrere Copinhomologe existieren sowohl in Paramecium, Arabidopsis, C. elegans, Mäusen, und Menschen. 
Charakteristisch sind zwei, oder mehr N-terminale C2 Domänen und eine C-terminale A Domäne. Diese A Domäne ist 
ähnlich der Sequenz der von Willebrand A Domäne (vWA) in Integrinen. Der weitere Verlauf der Domänenstruktur 
nach der A Domäne ist variabel (Creutz et al., 1998). 
 
Neben den klassischen Copinen gibt es auch Proteine, deren Struktur über nur eine oder aber mehrere C2 Domänen 
verfügt. Die Anzahl der Domänen korreliert hierbei mit der Funktion. So finden sich einzelne C2 Domänen in 
Proteinen mit Funktion in Signaltransduktion, mehrere C2 Domänen deuten hingegen auf eine Funktion im 
Membranverkehr hin (Jimenez et al., 2003; Nalefski et al., 1996). Copine binden, analog zu anderen C2 Domänen 
aufweisenden Proteinen, in einer Ca2+ abhängigen Art und Weise an Phospholipide (Creutz, et al., 1998; Nakayama et 
al., 1999; Hua et al., 2001; Tomsig et al., 2000).  
 
BONZAI1 (BON1) ist ein Copin mit zwei C2 Domänen. Die C2A und die C2B Domäne sind N-terminal. Diese beiden C2 
Domänen sind nicht funktionell redundant (Li et al., 2010). Die Nullmutante bon1-1 zeigt eine feuchtigkeit- und 
temperaturabhängige Neigung zur HR, konstitutiver PR-Gene Expression und erhöhter Resistenz gegenüber 
Bakterien und Oomycten (Jambunathan et al., 2001). Diese sind bei 22°C kleinwüchsig, und können weder durch 
Hormongaben noch durch Mutationen in Hormonsignalwegen auf Wildtyperscheinung gebracht werden, zeigen aber 
auch keine Veränderungen in der Fettsäurezusammensetzung (Hua et al., 2001). 
 
Die Funktion von BONZAI (BON1) ist abhängig von seiner Membranlokalisierung. Diese wird durch N-terminale 
Myristoylierung hergestellt. Die Bindung an Phospholipide durch eine der C2 Domänen reicht nicht aus. Ebenfalls 
wesentlich für die Funktion BON1s ist die Interaktion mit BAP1, so dass Mutationen, die diese Wechselwirkung 
stören, die Funktion aufheben (Li et al., 2010). In vitro Experimente zeigen, dass unter Anwesenheit von Ca2+ beide 
C2 Domänen in der Lage sind, Lipidvesikelaggregation zu stimulieren (Hua et al., 2001).  
 
Copine sind Proteine mit zwei C2 Domänen und einer vWA (von Willebrandfaktor A) Domäne, einer über 
Eukaryonten konservierte Proteinfamilie, die sich ausschließlich in Hefen zurückentwickelte. Die Bindung an die 
Membran wird durch die Myristolierung hergestellt. Die Bindung an Phospholipide durch eine der C2-Domänen 
reicht nicht aus. Diese C2-Domänen sind nicht äquivalent, sie haben offenbar unterschiedliche Funktionen. Die 
Funktionsweise von C2 Domänen wurde in Synaptogaminen, Homologen von Copinen mit zwei C2 Domänen 
charakterisiert. Die C2A Domäne ist für die Fusion von synaptischen Vesikeln verantwortlich, sie stellt Ca2+-abhängig 
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SNARE Interaktionen her (Lynch et al., 2007). Es binden in Gegenwart von Ca2+ an Phosphatidylinositol Bisphosphate 
(PIP2) durch die C2B, in Abwesenheit von Ca2+ an Phosphatidyl-Inositol-3,4,5-Triphosphate (PIP3). Die C2B Domäne 
reguliert ebenfalls den Recyclingstep von synaptischen Vesikeln. In-vitro-Experimente zeigen, dass unter 
Anwesenheit von Ca2+ beide C2-Domänen in der Lage sind, Lipidvesikelaggregation zu stimulieren-jedoch sind sie 
nicht äquivalent-dh. für eine Funktion in vivo sind beide Domänen notwendig, was auf ähnliche Eigenschaften wie 
die der Synaptogamine hindeutet (Hua et al., 2001) BON1s Interaktion mit BAP1 wird durch die VWA Domäne 
hergestellt, sie ist ebenfalls essentiell für die Funktion.(Li et al., 2010) Die von Willebrand-factor-type-A-Domäne, 
eine ca. 200 Aminosäuren lange Sequenz, fand sich erstmalig im von Willebrand-factor a. Diese Domäne ist wie die 
C2 Domänen über Eukaryonten konserviert und ist beteiligt in Zell-Migration, Zell-Differentiation , Adhäsion, 
Signaltransduktion, Membranformation und Immunantwort (Whittaker & Hynes, 2002 ) Die vWA-Domäne baut 
Protein-Proteinwechselwirkungen auf, eine Kinasefunktion ist strittig (Hua et al., 2001)  
 
 
Abbildung 6 Copine BON1, ein 600 aa großes Copine, zeigt die für Copine klassischen Strukturen. Einerseits Ca
2+
 abhängige 
Phospholipidbindungstellen, den C2-Domänen, andererseits eine Von Willebrand A Domäne, die Protein-Protein Wechselwirkung erlaubt. 
Die ebenfalls für die Proteinfunktion notwendige N-Terminale Myristoylierung erlaubt, Membranassoziation. bon1-1 ist eine T-DNS 
Insertion, die die bon1-1 Funktion unterbricht. Der Blick in die C2B Domäne zeigt die Ca
2+
 bindende Furche (Marchler-Bauer A  et al., 2007;  
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd) C2 Domän Strukturen entsprechen denen von Synaptotagmin 4, die vWA Struktur der von 
von Willebrand Faktor.  
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BON1s Funktion könnte im Aufrechterhalten der Spezifität des Ca2+ Signals liegen. Es könnte so die Aktivierung von 
Abwehrmechanismen in SNC1 beinhaltenden Pflanzen verhindern, wenn ein Ca2+ Signal nicht aus Pathogenattacken 
herrührt (Lee et al., 2008). Ca2+ Flüsse aus niedrigen Temperaturen oder niedriger Feuchtigkeit könnten so von jenen 
unterschieden werden, die aus Pathogenerkennung herrühren (Lee et al., 2008). 
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1.3.3. Funktion und Rolle von BON1 assoziierte Proteine (BAP) 
Die VWA Domäne von Copinen, zB. BON1, haben kanonische Kinase Motive. Obwohl eine Kinaseaktivität im 
menschlichen Copin 3 beobachtetet wurde, ist es noch strittig, ob Copine als Familie tatsächlich über diese 
Eigenschaften verfügen. BON1 könnte keine Kinasefunktion besitzen, da bei Mutation des für die katalytischen 
Eigenschaften notwendigen Lys391 keine Veränderung der Funktion zu bemerken ist (Li et al., 2010). BON1s VWA 
scheint auf die Herstellung von Protein-Protein-Wechselwirkungen beschränkt. Insbesondere die Interaktion mit 
BAP1 und BAP2 sind hier hervorzuheben. BAP1 besteht aus 191 Aminosäuren, und besitzt eine C2 SRC2 ähnlichen 
Domäne. Die C-Terminale Domäne BAP1s ist zu 54% ident mit SNC1. Diese Domäne ist mit keinem anderen Motiv 
verwandt (Hua et al., 2001). Weder BAP1 noch BAP2 besitzen Introns. Beide verfügen nur über eine einzelne C2 -
SRC2 ähnliche Domäne (Soybean genes Regulated by Cold2), was darauf hindeutet, dass sie für die 
Signaltransduktion eine Rolle spielen (Jimenez et al., 2003; Nalefski et al., 1996).  
 
Abbildung 7 Das kleinere BAP1 wie auch BAP2, mit knapp 200 aa, verfügen über eine C2-SRC2 ähnliche Domäne, und scheinen Protein-
Protein-Wechselwirkung zu vermitteln. An BAP1 C-Terminus existiert eine SNC1 ähnliche, aber strukturell sonst nicht zuordenbare Domäne. 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd) 
 
Die Rolle BAP1 und seinem Homolog BAP2 erscheint nicht vollständig redundant. Die Phänotypen der BAP1, 
verglichen mit den BAP2 Nullmutanten, scheinen unterschiedlich. bap1 zeigt eine konstitutiv aktive Immunabwehr, 
mit allen Folgen, wohingegen bap2 ausschließlich über einen beschleunigte HR gegenüber avirulenten Pseudomonas 
verfügt. Die Doppelmutante ist aber lethal (Yang et Al, 2007). 
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1.4. Ziel dieser Arbeit 
bak1 Mutanten zeigen einen schwachen Zelltodphänotypen. Dieser ist SA abhängig, und in NahG –Linien unterdrückt 
(He et al., 2007). In Alternaria brassicicolla Infektionsstudien zeigen die bak1 Mutanten eine Ausdehnung der 
Läsionen (Kemmerling et al., 2007). Weitere RLK sind mit  BAK1 assoziiert. Da die bisherige Funktion von BAK1 durch 
Interaktionen mit anderen RLKs bestimmt wurde, und Zelltodmutanten in diesen Interaktoren identifiziert wurden 
ist es möglich dass es sich bei diesen RLKs um für den Phänotypen erforderliche Proteine handelt. Insbesondere BIR1 
ist ein solches Protein, aber auch ein weiteres Protein könnte ein Rolle in der Zelltodregulation spielen. Der zu 
Grunde liegende Mechanismus ist jedoch unklar. Die Wahl potentieller Interaktoren werden aufgrund von 
Ähnlichkeiten in Bezug auf bak1/bkk1 Doppelmutanten und den Einzelmutanten, der ähnlichen Lokalisierung, der 
Temperatursensitivität und der Art der R-Genaktivität gewählt. Die Funktionen von BAK1 in BR Signal, 
Signaltransduktion nach Bindung von Liganden im Rahmen des PTI und BR-unabhängigen Zelltod-Signalen sind mit 
Korezeptoren verknüpft. Mutanten dieser Korezeptoren zeigen aber andere Phänotypen, wie zB. die bri1 Mutanten. 
Sie zeigen verlängerte Lebensspannen, dunkelgrüne Phänotypen und niedrigere Expression von Seneszenz-Genen. In 
Summe liegt also der Schluss nahe, dass es sich hier um einen eigenständigen Apparat handeln muss, sodass es 
spezifischer Interaktoren bedarf, um eine korrekte Signalübertragung zu gewährleisten (He et al., 2007). Es ist 
vernachlässigbar, ob die Endozytose von BAK1 mit FLS2 anders funktioniert als mit BRI1. Es ist nur von 
entscheidender Bedeutung, dass Vesikel gebildet werden, nachdem eine Kinase ihre Funktion erfüllt.  
 
Die Downstreamkomponenten werden aus folgendem Grund gewählt: Sie regulieren SNC1 über einen unbekannten 
Mechanismus und sind entgegen der anderen modifier of SNC1(MOS) -Proteine membranlokalisiert. SNC1 ist 
haplotypspezifisch und fehlt in Ws-0, nicht aber in Col-0 (Yang et al., 2004). Der Zelltod in den RLK 
Kandidatenmutanten ist ebenfalls unterschiedlich zwischen diesen genetischen Hintergründen. Mutanten der 
hypothetischen Downstreamkomponenten bap1, bap2, bon1 und bon3 zeigen phänotypische Ähnlichkeiten mit 
bak1. Sie regulieren TIR-NB-LRR (SNC1) und durch SNC1 wird die Expression von CC-NB-LRR Proteinen beeinflusst, 
gleichzeitig beeinflussen MAPK-Phosphatasen diese Prozesse, die in weiterer Folge wiederum CC-NB-LRR Proteine 
betreffen (Bartels et al., 2009). Der bak1 Phänotyp weist auf die Abhängigkeit von CC-NB-LRR und TIR- R-Proteinen 
hin. Eine weitere Bedeutung hat die Ähnlichkeit der Phänotypen in Bezug auf Temperaturabhängigkeit des Zelltods, 
dieser ist bei 28°C bei beiden aufgehoben. Das Ausbleiben von Zelltod in Ws-0 ist nur ein schwaches Argument, da es 
zwar darauf basiert, dass SNC1 in Ws-0 fehlt, aber gleichzeitig fehlt in diesem genetischen Hintergrund auch FLS2.  
Ein Nachweis von Interaktionen zwischen BAK1 und Mitgliedern dieser Gruppe könnte Hinweise auf den Signalweg 
liefern, über den BAK1 Zelltodprozesse reguliert. 
 
Eine direkte Interaktion mit SNC1 ist eher unwahrscheinlich, da die Interaktion mit einer membranassoziierten 
Komponente nicht unbedingt den Ausschlag für seine Aktivität gibt. Eine Bindung an der Membran, nicht aber an die 
Membran, ist zwar nachgewiesen, SNC1 interagiert mit SRFR1, jedoch ist kein Link zu den tatsächlich mit den 
membraninserierten Proteinen bekannt. Es ist bekannt das inaktives SNC1 an der Membran lokalisiert ist. Diese 
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Lokalisierung könnte zu der Möglichkeit einer direkten Interaktion mit RLK führen. Jedoch gibt es Gründe 
anzunehmen dass diese Interaktion nicht direkter Natur ist. Die membranassoziierten Proteine BON1 interagieren 
mit BAP1. BAP1 wird erst durch diese Bindung an der Membran zu einem zelltodinhibierenden Faktor. SNC1 und 
BAP1 weisen Homologie auf, das könnte ein gemeinsames Target impliziert. Aber erst die Freisetzung BAP1, gezeigt 
durch Domänenswapexperimente, Deletion von Lipidmodifikation, Mutationen in Kalziumbindenden Domänen und 
Expression der vWA (in bon1 Hintergrund) von BON1, führt zu SNC1 Aktivierung, d.h. zu Zelltod. Es scheint hier also 
so zu sein, dass ein Abstand von der Membran notwendig ist um SNC1 zu aktivieren. Aufgrund der nicht 
stattfindenden Interaktionen BAP/BON-SNC1 ist anzunehmen, dass hier Verdrängung, nicht aber Komplexierung eine 
Rolle spielen, und diese Verdrängung nicht an der Membran von statten geht. Die Kernfrage muss also nicht lauten 
ist SNC1 an einem hypothetischen Membranständigen Komplex beteiligt, sondern, ist BAK1 in der Lage  
Phosphorylierung die zur Bindung von BAP1 an BON1 benötigt werden zu verursachen? Diese Frage lässt sich weiter 
begründen, mit den Homologien der Proteine zu anderen Copinen, und Copinähnlichen Proteinen. BON1 ist 
Kinasedefekt, besitzt zwei C2-Domänen, dies deutet also auf Funktionen in Vesikelbildung hin. Allgemein ist die VWA 
Domäne, jene Kinase die Defekt ist, an Komplexbildung beteiligt. Eine Kinase an der Membran könnte, was 
wiederum spekulativ ist, die Rolle der Kinase übernommen haben. Es gibt keinen Grund zu Glauben das SNC1 von 
BAK1 direkt beeinflusst wird. Es gibt jeden Grund zu glauben dass eine Kinase, die Endozytiert wird, deren Wirkung 
aber gleichzeitig letztlich für Vesikel und Sekretionsfunktion verantwortlich ist Proteine bindet die als einzige 
konservierte Funktion ihre C2 Domänen, sprich Phospholipidbindung, und also aufgrund von Homologien 
Vesikelbildung hervorrufen kann, aufweist. Es ist nicht die Membranlokalisierung SNC1s die hier eine Rolle spielen 
wird, sondern ausschließlich die Kernlokalisation, die letztlich zu einem Phänotypen führt, der in Folge zur Erhärtung 
des Verdachts benutzt werden kann. Eine hypothetische Interaktion hätte aber weitere Modelle zur Folge. BON1/3 
wird, aufgrund seiner Homologien, als regulatorischer Schalter zwischen Kalziumsignalen verschiedener Ereignisse 
betrachtet. BAK1 Aktivierung führt zu Aktivierung von Kalziumsignaltransduktion, bzw. erst den Einfluss von 
Kalziumionen. Diese Kalziumsignale sind in ihrer Qualität aber unterschiedlich zu Kalziumsignalen aus abiotischen 
Stresssignalen. Die Wirkung unterscheidet sich ebenfalls. SNC1 als R-Gen bewacht scheinbar in irgendeiner Art und 
Weise BON1. Es erscheint daher eine lohnenswerte Spekulation dass die beobachteten Phänomene zwar unabhängig 
von PTI existent sind , und sich respektive auch nicht durch BR Gabe inhibieren lassen, aber durch die Existenz eines 
gemeinsamen Mechanismus erklären lassen, der durch die Interaktion von BAK1/BON/BAP beschrieben werden 
kann. Die BR Gabe kann dann nicht retten wenn die Endozytose von FLS2 und BRI1/BAK1 Prozessen aufgrund dieser 
BON/BAP/BAK1 Interaktion auftritt und respektive das in irgendeiner Form an SNC1/SRFR1/RPS4 weitergegeben 
wird. Eine derartige Spekulation wird hier nicht bewiesen, das Gedankenspiel kann aber als Argument dienen, um 
bei etwaiger Interaktion von BAK1 mit BON1, BON3, BAP1, BAP2 darauf hinzuweisen dass BAK1 ein Knotenpunkt der 
Interaktion ist, und insofern durch ETI Events geschützt werden wird. Das heißt dass diese Spekulation in irgendeiner 
Form das Vorhandensein von Phosphorylierungen an BONs und BAPs impliziert, und überraschenderweise ist BON1 
und BON3 kinase-inaktiv, sodass Phosphorylierungen nur durch andere Proteine vorgenommen werden könnten. Da 
weder fls2, noch bri1 Mutanten einen derartigen Zelltod Phänotypen aufweisen, könnte das Vorhandensein eines 
Membranständigen Komplexes mit Pufferfunktion, vielleicht einer mit BAK1 interagierenden RLK, die den 
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BON/BAP/BAK1 Komplex in irgendeiner Form reguliert, anzunehmen. Aufgrund der bisher bekannten Mechanismen 
des Proteins BAK1 ist es naheliegend, dass diese Funktion aufgrund von Heterodimerisierung mit anderen 
Membranproteinen zustande kommt. Es sind einige Kandidatenproteine bekannt, deren Interaktion mit BAK1 
gezeigt und deren Phänotyp in das Bild einer Zelltodmutante passen könnte. Beide RLK-Kandidaten wurden als 
Interaktoren von BAK1 gezeigt, beide zeigen ähnliche Phänotypen in Knockoutversuchen, sind also 
Temperaturabhängig in ihrem Zelltod, zeigen erhöhte SA-Menge, zeigen konstitutive PR-Genexpression, sind 
phänotypisch in Ws-0 anders als in Col-0 und sind somit tatsächlich ähnlich dem snc1-1 Phänotypen. Fassen wird also 
kurz zusammen. Die Suche nach einer hypothetischen BAK1/BAK1-Interaktor-RLK/BON/BAP –Interaktion ist 
einerseits begründet aufgrund ähnlicher Phänotypen. Die Suche basiert aber auch auf den ähnlichen Funktionen, der 
Homologen die sie erfüllen müssen, oder verursachen, sodass, mit Respekt auf eine rein menschliche Betrachtung, 
eine evolutionäre Logik nicht vorausgesetzt, diese Proteine eine sinnvolle Anordnung ergeben können, um 
Signaltransduktion, Endozytose, und Regulation durchzuführen.  
 
Es ist nunmehr konkret zu definieren in welche Richtung diese Versuche gehen werden. Einerseits wird mittels in 
Silicon Analyse ein erster Eindruck der möglichen Interaktionen vermittelt werden. Eine Analyse der 
Expressionsmuster sollten nun zeigen, dass die Grundlage jeder in vivo Interaktion, die Expression beider Proteine an 
einem zeitlichen und räumlichen Punkt, erfüllt ist. Weitere Interaktionsstudien werden folgen die zeigen könnten 
dass eine Koregulation zwischen den Kandidaten in Stresssituationen vorliegt. Dieser Eindruck wird im Anschluss mit 
Y2H Interaktionsanalysen weiter zu begründen sein. Vergleiche zwischen Mutanten werden im Abschluss die 
Situation in Stresssituationen durch Alternaria brassicicola Infektionsstudien beschreiben und ebenfalls vergleichend 
werden Downstreamtargets analysieren mittels q-PCR analysiert. Somit werden Eindrücke gewonnen die den 
Verdacht erhärten, oder widerlegen werden. Die Verwendung zweier Temperaturen in den Vergleichsstudien dient 
dem Vergleich zwischen Mutanten mit und ohne aktivem SNC1. Wie bereits oben erklärt ist SNC1 bei 28°C inaktiv, 
die 28°C Versuche sollten so die Situation ohne Downstreamsignal zeigen. 
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Material und Methoden 
2.1. Materialien 
2.1.1. Chemikalien und molekularbiologische Reagenzien  
Die verwendeten Chemikalien wurden im Allgemeinen von Amersham Biosciences (Freiburg), Biorad (München), 
Fluka (Buchs, CH), Merck (Darmstadt), Carl Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg), Duchefa (Haarlem, NL), Molecular 
Probes Inc (Eugene, USA), Sigma (Steinheim) oder von der Firma Brenntag Chemiepartner GmbH NL (Plochingen) 
bezogen. Die für die verwendeten Nährmedien benötigten Substanzen stammten von Difco Lab (Detroit, USA), 
Invitrogen (Carlsbad, USA), Merck, Sigma, Duchefa, Formedium (Norfolk, UK) oder Oxoid (Wesel). Für 
Nukleinsäuremodifikation benötigte Enzyme wurden von Biomaster (Köln), GibcoBRL (Karlsruhe), Invitrogen, 
Stratagene (Heidelberg), New England Biolabs (Beverly, USA), Promega (Mannheim) und Fermentas GmbH (St. Leon-
Rot) geliefert. Die verwendeten Primer wurden von MWG (Ebersberg) synthetisiert. Außerdem wurden von 
Amersham Biosciences Blottingmembranen bezogen. Es wurde, wenn nicht anders angegeben, durch eine MILLI-Q-
Apparatur (Direct-QTM Tap-Fed Water Systems, Millipore, Schwalbach) filtriertes Wasser, das nach Autoklavieren als 
H2Odd bezeichnet wurde, verwendet.  
 
2.1.2. Nährmedien  
Nach Abkühlung auf 60 °C wurde den Medien, gemäß Tabelle 1, die für die Selektion erforderlichen Antibiotika in der 
entsprechenden Konzentration zugegeben. In Tabelle 2 sind die verwendeten Nährmedien aufgelistet. Es wurden 
entweder flüssige Nährmedien eingesetzt oder aber zu den Bakterien- und Pilzmedien 15 g/l Bacto-Agar (Difco Lab) 
hinzugefügt. 
 




Carbenicillin  50 μg/μl  
Cycloheximid  50 μg/μl  
Kanamycin  50 μg/μl  
Rifampicin  50 μg/μl (aus 25 mg/ml in 
Methanol)  
Spectinomycin  100 μg/μl  
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2.1.3. Verwendete Plasmide  
In den folgenden Tabellen sind alle verwendeten Vektoren mit ihren wichtigsten Eigenschaften aufgelistet.  
 
Tabelle 2 Verwendete Donorplasmide 
Plasmide Eigenschaften Verwendung Hersteller 
pCR8/GW/TOPO® f1 ori pMB1 ori lacZα MCS M13 T7 









pDONR207® rrnB T2 transcription termination 
sequence, rrnB T1 transcription 
termination sequence, attP1, ccdB gene, 
Chloramphenicol resistance gene, attP2, 
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Tabelle 3 Destinationsvektoreigenschaften 
Plasmide  Eigenschaften Verwendung Hersteller 
pDEST 15® 
attR1, attL2 site, T7 promoter, RBS, 
Initiation ATG, GST tag, Chloramphenicol 
resistance gene (CmR), ccdB gene, T7 
transcription termination region, bla 
promoter, Ampicillin (bla) resistance gene, 
pBR322 origin, ROP ORF 
Destinationsvektor 
mit n-Term GST 
Invitrogen 
pDEST 24® 
attR1, attL2 site, T7 promoter, RBS, 
Initiation ATG, GST tag, Chloramphenicol 
resistance gene (CmR), ccdB gene, T7 
transcription termination region, bla 
promoter, Ampicillin (bla) resistance gene, 
pBR322 origin, ROP ORF 
Destinationsvektor 
mit c-Term GST 
Invitrogen 
pDEST 42® 
attR1, attL2 site, T7 promoter, RBS, 
Initiation ATG, V5-Epitoptag, 6x His Tag, 
Chloramphenicol resistance gene (CmR), 
ccdB gene, T7 transcription termination 
region, bla promoter, Ampicillin (bla) 








attR1, attL2 site, GAL-AD, HA-Tag, LEU2, 






attR1, attL2 site, GAL-BD, HA-Tag, LEU2, 
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Tabelle 4 Eigenschaften der Entryplasmide zur Nutzung des Multisitegateway-System, laut Herstellerinformation 
Vektor Eigenschaften Verwendsung Hersteller 
pK7m34-GW attR3, attR4 site, Kan-Resistenz, ccdB,t35S  
Destinationsvektor 
zur Durchführung 
des Split YFP VIB 
pEN-L4-2-R1 
attL4, attR1-site, pCANN 35S, Kan-
Resistenz, 




pEN-R2-cGFP-L3 attR2, attL3-site, te-GFP, Kan-Resistenz 
c-terminaler YFP 
Abschnitt zum 
Split-YFP Versuch VIB 
pEN-R2-nGFP-L3 attR2, attL3-site, he-GFP, Kan-Resistenz 
c-terminaler YFP 
Abschnitt zum 
Split-YFP Versuch VIB 
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3. 2.2. Anzuchtbedingungen  
2.2.1. Anzucht von Escherichia coli  
Die E.coli-Zellen wurden, sofern nicht anders angegeben, auf LB-Agar im Inkubator bei 37 °C oder in LB-Medium bei 
37 °C und 180 upm für 18 h kultiviert. Je nach Bakterienstamm und transformiertem Plasmid wurden zur Selektion 
die entsprechenden Antibiotika in den benötigten Konzentratione (Tab. 1) zugegeben. 
 
2.2.2. Anzucht von Agrobacterium tumefaciens  
Agrobacterium tumefaciens des Stammes C58C1 wurde auf LB-Agar oder in LB-Medium mit Rifampicin, Carbenicillin 
und dem zur Vektorselektion benötigten Antibiotikum angezogen. Die Inkubation der Agarplatten erfolgte bei 28 °C 
und die Flüssigkultur wurde bei 28 °C und 180 upm kultiviert.  
 
2.2.3. Anzucht von Alternaria brassicicola  
Um Alternaria brassicicola für die Infektion von Arabidopsis anzuziehen, wurden die Pilze alternierend auf Sakai Agar 
und 1x PD-Agar bei RT im Dunkeln etwa 14 Tage angezogen. Die Sporen konnten nach 14 Tagen geerntet werden, 
indem die Platten mit 0,1 % Tween 20 überschichtet und mit einem Drigalski-Spatel die Oberfläche abgerieben 
wurde. Das erhaltene Material wurde über Miracloth (Cal Biochem, LaJolla, USA) gefiltert und zweimal mit sterilem 
Wasser gewaschen. Die Sporenzahl wurde mit Hilfe der Fuchs-Rosenthal-Kammer bestimmt, mit Wasser auf 4x107 
Sporen/ml eingestellt, 1 Vol. 50 % Glycerol zugesetzt und bis zur Verwendung bei -80 °C gelagert.  
 
2.2.4. Anzucht der Versuchspflanzen  
Die Samen der Versuchspflanzen wurden auf dampfsterilisierter GS90-Erde (Gebr. Patzer), die zuvor mit Vermikulit 
1:1 gemischt worden war, ausgesät. Nach zweitägiger Stratifikation bei 4 °C im Dunkeln erfolgte die Anzucht in 
Pflanzenkammern. Je nach Versuchsbedingungen wurden die Pflanzen entweder unter Kurztags- oder 
Langtagsbedingungen angezogen. Bei Kurztagsbedingungen wurden die Pflanzen einem 8 h Licht- (150 μmol/m2s) 
/16 h Dunkel-Rhythmus ausgesetzt, unter Langtagsbedingungen waren es 16 h Licht und 8 h Dunkelheit. Die 
Temperatur betrug in allen Fällen 22 °C und die Luftfeuchte lag bei 40-60% 
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4. 2.3. Methoden 
2.3.1. Polymerasekettenreaktion - PCR  
2.3.1.1. Präparative PCR 
Das Gemisch für die in dieser Arbeit durchgeführten PCR-Reaktionen bestand, sofern nicht anders angegeben, aus 
0,5 μM 5´- und 3´-Primern (MWG), 0,125 mM dNTP Gemisch (Biomaster), 1x Taq-Polymerase Puffer (Biomaster), 1 μl 
genomischer DNA oder cDNA aufgefüllt mit H2Odd zu 19,5 μl und 0,5 μl (0,05 U/μl) Taq-Polymerase (Biomaster). Die 
Amplifikation der DNA-Fragmente erfolgte im Allgemeinen mit folgendem Programm:  
94 °C für 2 min; 20-40 x: 94 °C für 15 sec., Tanneal für 30 sec., 72 °C für 1 min pro kb; 72 °C für 10 min. und 4 °C für 
∞.  
Bei Verwendung von Pfu-Polymerase verdoppelte sich die Synthesezeit auf 2 min pro kb.  
Die Reaktionen wurden mit dem Gerät PTC-200 der Firma MJ Research (Waltham, USA) durchgeführt. Alle in dieser 
Arbeit verwendeten Primer sind in Anhang in Tabelle 7.1 aufgelistet.  
 
2.3.1.2. q-PCR 
Die q-PCR Experimente werden sämtlich auf Biorad IQ5 durchgeführt. Hierbei wird auf 96 well-plates 
zurückgegriffen. Das Standardprogramm hierbei entspricht 94 °C für 2 min; 20-40 x: 94 °C für 15 sec., Tanneal für 30 
sec., 72 °C für 1 min pro kb; 72 °C für 10 min. und 4 °C für ∞. , wobei ein erschöpfender Lauf mit 60 Zyklen 
durchgeführt wird. Im Anschluss daran wird eine Schmelzkurve erstellt, deren Ergebnis durch Schmelzsimulation der 
Amplikons validiert werden kann, somit wird die Spezifität der Primer bzgl des Amplikons verifiziert. Als positiv 
werden Resultate gesehen, deren Ct Wert signifikant niedriger ist als der der Negativkontrollen. Berechnungen 
werden per Delta-Delta-Methode durchgeführt, wobei mit den Col-0 22°C Daten verglichen wird (Livak et al., 2001). 
Selbsterstellte Primer werden zusätzlich zu den allgemein gültigen Primerdesigningideen (Dimerisierung, 
Schmelzpunkte, Länge des Amplikons, AG Verhältnis, GC Clamp) nach zwei Gesichtspunkten ausgewählt. Spezifität 
der Primer, die mittels NCBI-primer-blast-tool ermittelt wird. Diese müssen genspezifisch, lokusspezifisch 
ausschließlich an A. thaliana Strukturen binden können, es wird hierbei gegen das Humangenom diskriminiert 
(www.ncbi.nlm.nih.gov/tool/primer-blast). Andererseits wird darauf Wert gelegt, dass die Primer einen Bereich von 
100-300bp amplifizieren, der nach Möglichkeit ein Intron überdeckt, um zwischen Transkript, etwaig anfallenden 
Pseudogenen und Verunreinigungen durch genomische DNA zu unterscheiden. Dabei wird darauf Wert gelegt, dass 
die Größen der Amplikons sich maximal unterscheiden. Optimalerweise sind hier Werte von 100/1100, 200/2400, 
300 /3600 angestrebt worden, was aber aufgrund der Allgemeinen Primerwahlparameter (AG Verhältnis, GC clamp, 
Schmelztemperaturen, Primerdimerisierung, Ampliconsekundärstrukturen) und der kurzen Intronlängen nicht 
erreichbar war. 
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Desweiteren, zwar für die Durchführung dieses q-PCR Experiments unerheblich, deshalb ein zurückgestelltes 
Auswahlkriterium, betrifft die Sekundärstruktur des Amplicons. Primerpaare mit ähnlichen Eigenschaften, werden 
auf die Nützlichkeit in etwaigen Genotypisierungsexperimenten verglichen, die sich eben durch unterschiedliche 
Ampliconstrukturen unterscheidet. Hierbei wird dem Primerpaar mit den unstabilsten Amplikonsekundärstrukturen 
Vorrang eingeräumt, um bei eventuellen Folgeexperimenten mit Sonden Testexperimente und Kosten zu sparen. 
 
2.3.2. DNA-Analytik  
2.3.2.1. Plasmid-Minipräparation aus Escherichia coli mittels alkalischer Lyse  
Für Anwendungen, die nicht allzu hohe Reinheit der Probe erforderten, wurde Plasmid-DNA mittels alkalischer Lyse 
extrahiert. Dazu wurden 3 ml Übernachtkulturen der entsprechenden Bakterien in LB-Medium mit selektivem 
Antibiotikum bei 37 °C und 180 upm angezogen. Je 2 ml dieser Kulturen wurden pelletiert und das Pellet in 100 μl 
Puffer P1 (50 mM Tris/HCl pH 7,5; 10 mM EDTA; 0,1 g/l RNase) resuspendiert. Nach Zugabe von 100 μl des Puffers P2 
(200 mM NaOH; 1 % (w/v) SDS), 5 min Inkubation bei RT, Zugabe von 100 μl P3 (3 M Kaliumazetat pH 5,5) und 10 
min Inkubation auf Eis, wurden sowohl Zelltrümmer als auch ausgefallene Proteine bei 20 800 x g und RT für 15 min 
abzentrifugiert. Aus dem wässrigen Überstand wurde die DNA mit 300 μl Isopropanol gefällt und anschließend 
abzentrifugiert (20 800 x g, 4 °C, 20 min). Das Pellet wurde nach dem Waschen mit eiskaltem, 70 %igem (v/v) Ethanol 
und der vollständigen Trocknung in 50 μl H2Odd aufgenommen und bei -20 °C gelagert.  
 
2.3.2.2.  Plasmid-Minipräparation aus E. coli mittels QIAprep spin Miniprep kit  
Für Anwendungen, die eine hohe Reinheit der Plasmid-DNS erfordern, wurde der kit QIAprep spin Miniprep der 
Firma QIAGEN nach den Angaben der Hersteller verwendet, wobei nach der alkalischen Lyse die DNA über einen 
säulenchromatographischen Schritt mit Silicagel aufgereinigt und die DNA mit 50 μl H2Odd eluiert wird.  
 
2.3.2.3.  Plasmid-Minipräparation aus Agrobacterium tumefaciens  
Zur Plasmid-Minipräparation aus den entsprechenden Agrobakterien wurden 3 ml einer Übernachtkultur bei 100 x g 
und RT 3 min pelletiert. Nachdem das Pellet in 100 μl Lösung I (450 g/l Glukose; 200 g/l Lysozym; 0,25 M EDTA; 0,5 M 
Tris/HCl pH 7,5) resuspendiert und diese Suspension 30 Min. bei RT inkubiert worden war, wurden 200 μl alkalische 
SDS-Lösung (200 μM NaOH; 1 % (w/v) SDS) zugegeben und vorsichtig durch Invertieren gemischt. Nach 30 min 
Inkubation bei RT wurden 30 μl alkalisches Phenol (1 ml Phenol; 60 μl 1 M NaOH) zugegeben, schnell gemischt und 
sofort 150 μl Kaliumacetatpuffer (60 % (v/v) 5 M Kaliumacetat; 11,5 % (v/v) Essigsäure, pH 4,75) hinzugefügt. Nach 
Abzentrifugation der Zelltrümmer und ausgefällten Proteine bei 20800 x g und RT für 10 min wurde der Überstand in 
ein neues 2 ml Reaktionsgefäß überführt und mit 1 Vol. PCI (Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol im Verhältnis 
25:24:1) gemischt und abzentrifugiert (20800 x g; RT; 5 min). Die wässrige Phase wurde wiederum in ein neues 1,5 
ml Reaktionsgefäß überführt, mit 1 Vol. Chloroform gemischt und zentrifugiert (20800 x g; RT; 10 min.). Aus der so 
gewonnenen wässrigen Phase wurde dann mit 500 μl Isopropanol die Plasmid-DNA 5 min bei RT gefällt. Nach 
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Zentrifugation (20800 x g; 4 °C; 15 min) wurde das resultierende Pellet mit 500 μl eiskaltem 70 %igem Ethanol 
gewaschen und nach Trocknung in 40 μl H2Odd gelöst.  
 
2.3.2.4.  Bestimmung der Nukleinsäurekonzentration in Lösung  
Zur Nukleinsäurekonzentrations- und Reinheitsbestimmung wurde ein Spektrophotometer (Ultrospec 2100 pro, 
Amersham) benutzt. Die Bestimmung erfolgte in einer Quarzküvette mit einer Schichtdicke von 10 mm gegen H2Odd. 
RNA oder DNA kann bei einer UV-Wellenlänge von 260 nm photometrisch quantifiziert werden. Dabei entspricht 
eine optische Dichte von 1 (OD260 = 1) bei einer Schichtdicke der Quarzküvette von 10 mm einer Konzentration von 
40 μg RNA/ml bzw. 50 μg dsDNA/ml.  
 
2.3.2.5.  Restriktionsanalyse 
Es wurden 2 bis 4 μl Plasmid-DNA, 2 μl 10 x Reaktionspuffer mit H2Odd auf 19,75 μl aufgefüllt und 0,25 μl 
Restriktionsenzym hinzugefügt. Dieser Ansatz wurde bei 37 °C für mindestens 4 h inkubiert und dann mittels 




2.3.3.1. TOPO-Klonierung  
Für die TOPO-Klonierung wurden Pfu-Polymerase-amplifizierte PCR-Produkte verwendet. Nach Anhängen von 
Poly(A)-Überhängen durch Inkubation von 7,8 μl des gereinigten PCR-Produkts mit 1 μl 10 mM dATP, 1 μL 10x Taq-
Puffer und 0,2 μl Taq-Polymerase für 10 min bei 72 °C, wurde das PCR-Fragment in den pCR8/GW/TOPO-Vektor 
(Invitrogen) kloniert. Dafür wurden 4 μl des PCR-Fragments mit 1 μl Salzlösung und 1 μl des TOPO-Vektors gemischt, 
für 5 min bei RT inkubiert und anschließend auf Eis gestellt. Das Produkt der TOPO-Klonierung wurde in E.coli DH5α-
Zellen transformiert und die Sequenz durch Restriktionsanalysen (s. Kap. 2.4.5) und Sequenzierung (s. Kap. 2.4.12) 
geprüft. Der pCR8/GW/TOPO-Vektor eignet sich für nachfolgende Gateway-LR-Rekombinationsreaktionen (s. Kap. 
2.4.7).  
 
2.3.3.2 Klonierung mit der Gateway®-Klonierungstechnologie  
Zur Klonierung in Gateway-Vektoren wurden ~100 ng des pCR8-Eingangsvektors (s.Kap.2.4.6), mit 150 ng des 
jeweiligem Expressionsvektors und 2 μl LR ClonaseTM II Enzym Mix (Invitrogen) gemischt und mit H2Odd auf ein 
Endvolumen von 10 μl aufgefüllt. Nach zweimaligem kurzem vortexen wurde die LR-Reaktion über Nacht bei 25 °C 
inkubiert, gefolgt von einer Transformation in E.coli DH5α-Zellen. Die Selektion erfolgte auf LB-Agar mit dem für den 
Expressionsvektor spezifischen Antibiotikum.  
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2.3.3.3 Klonierung mit der Multi-Gateway® Klonierungstechnologie 
Zur Klonierung in Multigateway-Vektoren wurden je 5 fmol der Entryvektoren mit 10 fmol des pk7m34gw-
Destinationsvektors und 2 μl LR ClonaseTM II+ Enzym Mix (Invitrogen) gemischt und mit H2Odd auf ein Endvolumen 
von 5 μl aufgefüllt. Nach zweimaligem kurzem Vortexen wurde die LR-Reaktion über Nacht bei 25 °C inkubiert, 
gefolgt von einer Transformation in E.coli DH5α-Zellen. Die Selektion erfolgte auf LB-Agar mit dem für den 
Expressionsvektor spezifischen Antibiotikum Kanamycin. 
 
2.3.4. Transformationen 
2.3.4.1. E. coli Transformation 
Chemisch kompetente Bakterienzellen der Linien DH5α finden Verwendung. Nach Auftauen der bei -80°C gelagerten 
Bakterien wird die Plasmid-DNS dazu pipettiert und der Mix zehn Minuten auf Eis inkubiert. Nach erfolgtem 
Hitzeschock bei 42°C, und 90 Sekunden erfolgt die Aufnahme in 450 μl l SOC - Medium. Die im Anschluss erfolgende 
einstündige Inkubation bei 180 upm und 37°C wird gefolgt vom Ausplattieren von jeweils 50 μl und 450 μl Kultur auf 
LB-Agar und dem jeweiligen Antibiotika. Anzucht erfolgt auf 37°C für etwa 18-24 Stunden, Lagerung bei 4°C.  
 
2.3.4.2.  Hefetransformation  
Die S. cerevisiae Hefen des PJ69-4A Stammes wurden mittels Lithiumacetat-Methode transformiert (Gietz & Woods, 
2002). Fünf Milliliter einer YPD -Vorkultur, die bei 30°C und 230 rpm über Nacht inkubierte, wurde in 100 ml 
vorgewärmtes YPD aufgenommen und bei 30°C und 230 rpm auf OD600  0,6-0,8 inkubiert. Es folgte die Zellernte 
mittels Pelletierung (3 min bei 4000 rpm), Waschung mittels ddH2O (steril) und Resuspendierung in 1ml 0,1M 
sterilfiltrierter Lithiumacetatlösung. Erneute zentrifugation (1 min bei 13.000 rpm)  und Aufnahme des Peletts in 800 
μl Lithiumacetat werden von 30 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur gefolgt. Pro benötigter 
Plasmidkombination wurden 15μl der vorbereiteten Hefe mit 70μl 50% (w/v) PEG 3000, 10,5μl 1M Lithiumacetat, 
1,5μl aufgekochte Lachssperma-DNA (10 mg/ml) und 3μl 1xTE (10 mM Tris/HCl pH 7,5, 1 mM EDTA) sowie jeweils 
1μl der Plasmide gemischt. Es erfolgte eine Inkubation des Mixes für 30min bei 30°C. Nach einem 
Zentrifugationsschritt (1 min bei 2000 rpm) wurde das Pellet mit Wasser gewaschen und anschließend in 150 μl 
2%iger (w/v) Glucoselösung resuspendiert. Das Ausplattieren der Zellsuspension fand dann abhängig, ob pGADT7 
oder pGBKT7 Plasmide transformiert wurden, auf –T, -LT oder -HALT Dropoutplatten (Formedium) statt. 
 
2.3.4.3. Transiente Expression von Proteinen in Nicotiana benthamiana 
Die transiente Expression von Proteinen in N. benthamiana erfolgte über Agrobacterium tumefaciens. 50μl 
elektrokompetente Agrobakterien (Stamm C58C1) werden hierfür mit 1μg Plasmid-DNA versetzt, fünf Minuten auf 
Eis inkubiert und elektroporiert. Nach Zugabe von 300µl LB Medium erfolgt eine 1h Inkubation bei 230 rpm und 28°C 
 Seite 47 
 
inkubiert. Auf Platten des entsprechenden Antibiotikas wird ausgestrichen und für zwei Tage bei 28°C inkubiert. Die 
Anzucht der transformierten Agrobakterien erfolgte über Nacht bei 28 °C und 230 rpm in 25 ml LB-Medium. Die 
Ernte der Bakterien erfolgt durch Zentrifugation (15 min bei 5000 rpm), wonach das Pellet in 10 mM MgCl2 
aufgenommen und auf eine OD600 =1 eingestellt wird. Jeder Ansatz wurde dann zu gleichen Teilen mit einer Kultur 
von p19-Protein enthaltenden Agrobakterienkultur versetzt (Voinnet et al., 2003) Nach Zugabe von 150 μM 
Acetosyringon erfolgt eine Inkubation für 6 Stunden bei Raumtemperatur und anschließend die Infiltration in Blätter 
drei Wochen alter N. benthamiana-Pflanzen (Romeis 2001). Analysen mittels Fluoreszenzmikroskop erfolgen an Tag 
4, 5 und 6. 
 
 
2.3.4. Gelelektrophoretische und assoziierte Methoden 
2.3.4.1. Agarosegelelektrophorese zur Auftrennung von DNA-Fragmenten  
Zur Auftrennung der DNA nach ihrer Größe wurden 1-2 %ige Agarosegele in 1 X TAE-Puffer [aus 50 X TAE-Puffer (2 M 
Tris/Acetat pH 8,0; 100 mM EDTA pH 8,0) hergestellt] bei einer angelegten Spannung von 5 V/cm Elektrodenabstand 
verwendet. Die zu analysierenden Proben wurden vor dem Auftragen auf das Gel mit 1 x Ladepuffer (5 x 
Gelladepuffer: 0,25 % (w/v) Bromphenolblau; 5 x TAE; 30 % (v/v) Glycerol) versetzt. In allen Experimenten wurde 
GeneRulerTM 1 kb DNA ladder (Fermentas) als Größenstandard eingesetzt. Die Zugabe von Ethidiumbromid zu einer 
Endkonzentration von 0,01 μg/ml Agarosegel ermöglichte die Visualisierung der DNA im Gel mittels eines UV-
Transilluminators.  
 
2.3.4.2.  Reinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen  
Die mit Ethidiumbromid angefärbten, zu reinigenden DNA-Banden wurden unter UV-Licht aus dem Agarosegel 
ausgeschnitten. Die DNA wurde danach mit dem QIAEX II Agarose gel extraction kit (Qiagen) nach Angaben des 
Herstellers isoliert.  
 
2.3.5. Sequenzierung von DNA  
Für eine Sequenzierung wurde entweder gereinigtes PCR-Produkt (c = ~ 15 ng/100 bp) oder 15 μl Material einer 
Plasmid-Minipräparation (750 - 1500 ng) an die Firma MWG gesandt.  
 
2.3.6. Computergestützte Sequenzdatenverarbeitung  
Die Sequenzdaten wurden mit Hilfe der Lasergene DNA*STAR-Software analysiert sowie mit dem öffentlich 
zugänglichen Programmen pDRAW32 (http://www.acaclone.com) und ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/clustalw).  
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2.3.7. RNA-Methoden 
2.3.7.1.  Isolierung von RNA aus Blattmaterial  
Zur Isolierung von RNA aus Blattmaterial wurden pro Probe 2 Blätter in ein 2 ml Reaktionsgefäß geerntet, sofort in 
flüssigem Stickstoff eingefroren und mit einem vorgekühlten Plastikpistill gemörsert. Nach Zugabe von 1 ml Trizol 
(0,4 M Ammonium-Thiocyanat; 0,8 M Guanidinium-Thiocyanat; 0,1 M Natriumacetat; 5 % Glycerol, pH 5; 38 % Aqua-
Phenol) wurde das Gemisch unter Vortexen aufgetaut und 5 min bei RT belassen. Anschließend wurden 200 μl 
Chloroform zugegeben, etwa 15 sec gemischt und 3 min bei RT inkubiert. Nach Zentrifugation bei 20800 x g und 4 °C 
für 15 min wurde die obere wässrige Phase in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt und die Nukleinsäuren 
durch Zugabe von 1 Vol. Isopropanol und zehnminütiger Inkubation bei RT gefällt. Das nach Zentrifugation (20800 x 
g, 4 °C, 10 min) erhaltene Pellet wurde mit 75 %igem (v/v) Ethanol (in DEPC-behandeltem H2Odd) gewaschen, 
getrocknet und in 30 μl DEPC-behandeltem H2Odd [0,1% (v/v) DEPC (Diethylpyrocarbonat) in Wasser lösen, über 
Nacht bei RT rühren, autoklavieren] wieder gelöst. Die RNA-Konzentration wurde spektrophotometrisch bestimmt. 
 
2.3.7.2.  DNaseI-Verdau isolierter RNA  
Zu etwa 5 μg RNA, die aus einer Trizol-Präparation (s. Kap. 2.5.1) erhalten wurden, wurde 1 x DNaseI-Puffer (Roche) 
gegeben und zu 50 μl mit DEPC-behandeltem H2Odd aufgefüllt und 2 μl DNaseI (RNase frei, Roche 10 U/μl) 
hinzugefügt. Dieser Ansatz wurde 30 min bei 37 °C inkubiert und die Proteine durch Zugabe von 1 Vol. PCI 
(Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol im Verhältnis 25:24:1) extrahiert. Nach Zentrifugation bei 20800 x g, 4 °C, 10 min 
wurde die wässrige Phase in ein neues Reaktionsgefäß überführt und die RNA durch Zugabe von 1/10 Vol. 3 M 
Natriumazetatlösung und 2 Vol. Ethanol bei -20 °C in 18 h gefällt. Das durch Zentrifugation (20800 x g, 4 °C, 15 min) 
erhaltene RNA-Pellet wurde mit 75 %igem (v/v) Ethanol gewaschen und nach Trocknung in 15 μl DEPC-behandeltem 
H2Odd aufgenommen.  
 
2.3.7.3 . Reverse Transkription  
Zur reversen Transkription wurde RNA aus einer DNaseI-behandelten (s. Kap. 2.5.2) RNA-Präparation verwendet. Die 
cDNA-Synthese erfolgte mittels M-MuLV (Moloney-Murine-Leukemia-Virus) reverser Transkriptase (Fermentas). Es 
wurden 1 μg RNA mit 0,8 μM Oligo dT-Primer und 1,9 μM dNTP-Gemisch mit DEPC-behandeltem H2Odd zu einem 
Endvolumen von 13 μl aufgefüllt. Nach fünfminütiger Inkubation bei 65 °C und Abkühlen auf Eis wurden noch 1 x M-
MuLV RT-Puffer (Fermentas) und 1 μl M-MuLV Reverse Transkriptase hinzugefügt und mit DEPC-behandeltem H2Odd 
zu einem Endvolumen von 20 μl aufgefüllt. Dieser Ansatz wurde dann 50 min bei 42 °C und 5 min bei 94 °C inkubiert 
und im Anschluss auf Eis abgekühlt. Mit der so gewonnenen cDNA konnten mittels PCR mit EF1α- und PR1-
genspezifischen Primern relative Quantifizierungen durchgeführt werden (s. Kap. 2.4.9.1).  
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2.3.8. Lasergestützte Konfokalmikroskopie  
Zur Analyse der zellulären Lokalisation von PSK2-GFP in Blättern, wurden Arabidopsis-Pflanzen verwendet, die ein 
PSK2-GFP-Fusionsprotein unter Kontrolle des 35S-Promoter überexprimierten. Es wurden Scheiben aus Blättern von 
ca. 7 Wochen alten Arabidopsis-Pflanzen ausgestanzt, und das eGFP-Fluoreszenzsignal mit dem 
Laserkonfokalmikroskop TCS SP2 von Leica (Heidelberg) und der vom Hersteller mitgelieferten Software Leica 
Confocal Software, Version 2.5 visualisiert. Die eGFP-Fluoreszenz des Fusionsproteins wurde dabei mit einem 
Argon/Krypton Laser mit einer Wellenlänge von 488 nm angeregt und das emittierte Licht im Wellenlängenbereich 
von 500-600 nm detektiert.  
 
2.3.9. Infektion von Testkandidaten mit Alternaria brassicicola  
Die Sporenpräparation des nekrotrophen Pilzes Alternaria brassicicola erfolgte wie in (Thomma et al., 1999) 
beschrieben (Kap. 2.2.4). Die Sporen wurde auf je zwei Blättern der Pflanzen aufgebracht, indem je 5 μl einer 
Suspension von 5 x 105 Sporen/ml in sterilem Wasser auf 4 Stellen eines Blattes getropft und die Pflanzen unter 100 
% Luftfeuchte gehalten wurden.  
 
2.3.10. Datenbankanalysen  
Zur Vorbereitung der Experimente wird auf Daten aus dem eFP Browser (http://bbc.botany.utoronto.ca/efp) 
zurückgegriffen. Außerdem wurde die Datenbank von TAIR – The Arabidopsis Information Resource 
(http://www.arabidopsis.org/index.jsp) verwendet. Zur Vorhersage von Protein-Proteininteratktionen findet PAIR 
(http://www.cls.zju.edu.cn/pair/interaction) anwendung. 
 
2.3.11. Microarray-Literaturdatenanalyse  
Die hier dargestellten Microarraydaten beruhen auf unterschiedlichsten Analysen, zusammengefasst auf eFP 
Browser (http://bbc.botany.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb; Schmid et al., 2005 ).Die Daten der Expression bei 
biotischem Stress basieren auf Publikationen der Gruppen Nürnberger/Kemmerling und Dong. Die Daten der 
Expression bei abiotischem Stress basieren auf Arbeiten von Killian, 2007. Die Daten wurden mit GCOS Methode 
normalisiert, der TGT Wert ist einhundert. Die meisten Datenwerte entsprechen Triplikaten.   
Die dementsprechenden Versuchsbedingungen sind auf (http://bbc.botany.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb) 
auffindbar. Jeweils eine hier dargestellte Datenreihe entspricht der unbehandelten Expression des jeweiligen Gens in 
entsprechenden Geweben und Entwicklungsstadien, die andere Serie entspricht behandelten Pflanzen (zB 
Kältestress, Infektionsstudien etc… ) . Alle Microarraydaten wurden unter Verwendung von Affimetrix AT1H Chips 
gewonnen, wurden aber zur besseren Vergleichbarkeit relativ zur Maximalexpression in Prozentualwerte 
umgerechnet.  
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Die Daten der Expressionsstudien nach Behandlung sind ebenfalls dem eFP Browser entnommen 
(http://bbc.botany.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb) Sie wurden mithilfe des des AT1H Chip gewonnen und stellen 
jeweils ein Triplikat von 5 Wochen alten Blättern dar. Die Versuche Pseudomonas Infiltration und Effektoren 
stammen von der Gruppe Nürnberger, die Versuche abiotischer Stress von Killian et al., 2007. Die 
Belichtungsverhältnisse entsprechen 8h hell zu 16h dunkel. Die Werte wurden mittels GCOS normalisiert. Dies 
entspricht auch der Behandlung der nicht behandelten Pflanzen.  
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Resultate 
5. 3.1. Indizien der Interaktionshypothese zwischen BAK1 BON1/3 bzw. deren assoziierten 
Proteinen 
3.1.1. Makroskopische Phänotypen der bon1-1, snc1-11/bon1-1 und snc1-11 Mutanten im Vergleich zu bak1 und 
bak1 assoziierten Mutanten  
 
Das Auftreten von Ähnlichkeiten zwischen den Mutanten der oben vorgestellten Interaktionskandidaten liefert 
insofern ein erstes Indiz für eine hypothetische Interaktion als das insbesondere bak1-3/bkk1-1 temperaturbedingt 
wachstums- und zelltodeigenschaftsspezifisches Verhalten analog zu bon1-1 aufweist. Wesentlich hierbei ist, dass 
wie bereits einführend erwähnt, die temperaturbedingten Unterschiede in der SNC1 Expression zu beachten sind. 
Diese, bei 28° verringerte Aktivität, ist Hauptursache für den Zwergenwuchs bon1-1 Mutanten. Diese Analogien im 
Wachstumsverhalten, zwischen bon1-1 und bak1-3/bkk1-1 sind in Abbildung 8 dargestellt. Spontaner Zelltod, also 
die Tendenz spontanen Zelltod aufzuweisen, ist bei bak1-3/bkk1-1 bei 28°C gegenüber der in 22°C gewachsenen 
Pflanzen um 2 bis 3 Wochen verzögert, bei bon1-1 in 28°C aufgehoben. 
 
Abbildung 8 Die hier dargestellten Pflanzen weisen Wachstumsdefizite in den zu vergleichenden Mutanten auf. Sie werden in jeweils 22°C 
oder 28°C angezogen.  
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3.1.2. In silico Ansatz möglicher Interaktionen  
3.1.2.1. Identifikation von möglichen BAK1 Interaktoren in silico 
Interaktionsvorhersagen in Abbildung 9 die mittels PAIR erstellt wurde, liefern ein weiteres Indiz einer möglichen 
Interaktionshypothese. Die hier dargestellte Interaktionskarte wurde, um unnötige Komplexität zu vermeiden, auf 
die wesentlichen Suchparameter reduziert. Diese waren, die Interaktionskandidaten, und die bei Suche nach allen 
möglichen Interaktionen gefundenen Knotenpunkte. Man beachte, dass die hier dargestellten Netzwerke keine 
direkte Interaktion aufweisen, sondern das BAK1 und BKK1 indirekt über PLDγ2/3 und PSKR1 mit BON1 und BAP1 
interagieren. PLDs sind Phospholipasen, deren Produkte als Signalmoleküle insbesondere in Membranprozessen 
erwartet werden (English 1996; Ktistakis et al., 1996). Phosphatidylsäure, deren Konzentration nach 
Abwehrreaktionen erhöht ist, ist eines dieser Produkte (Meijer & Munnik, 2003). Die Funktion des Programms an 
sich bezieht knapp 6000 nachgewiesene Interaktionen ein, um mittels Vergleich von Struktur, bekannten homologen 
Interaktionen, und Lokalisierungsdaten, Vorhersagen über neue Interaktionen möglich zu machen. Die 
Zuverlässigkeit liegt laut den Autoren  bei 44%, wobei 22% des gesamten Interaktoms abgedeckt werden (Lin et al., 
2010). -Es ist also festzustellen, es handelt sich hierbei um eine Vorschau dessen was möglich sein kann.-Nicht 
dessen was tatsächlich sein muss.  
PSKR1, eine LRR Rezeptorkinase, erkennt das Peptidhormon PSK (Matsubayashi et al., 2002 ). PSK ist ein fünf-
Aminosäuren langes sulfatiertes Peptid (Matsubayashi & Sakagami, 1996). Mutationen in PSKR1 und seinen 
Homologen führen zu Wachstumsdefekten, früher Seneszenz, kleinen Blättern und kurzen Wurzeln (Matsubayashi et 
al., 2006; Amano et al., 2007). Es wird von kleinen Vorläuferaminosäure abgeleitet, zuerst modifiziert dann 
geschnitten (Yang et al., 1999; Matsubayashi et al., 2006). 
  




Abbildung 9 BAK1 Interaktionsvorhersage mittels PAIR (http://www.cls.zju.edu.cn/pair/interaction) 
Rote Linien zeigen experimentell bestätigte Vorhersagen an, hier die für den Y2H als Positivkontrolle herangezogene BON1 (hier als BON 
bezeichnet)-BAP1 Interaktion, grau werden durch Simulation vorhergesagt, sind aber nicht durch homologe Interaktionen in anderen 
Spezies vorhergesagt (blaue Linien) (Lin et al.,  2011).  
 
 
3.1.2.2. BIP89 (AT3G28450) ist ebenfalls Teil eines vorhergesagten Netzwerks  
Abbildung 10 impliziert eine indirekte Interaktion zwischen BIP89 und BON1 über AT5G25930. Hier wird nahegelegt, 
dass es andere Interaktionspartner als BAK1 und BKK1 benötigt. BIP89 und BAK1 sind als Partner in einer Interaktion 
nachgewiesen. Hier ist BAK1/BKK1 nicht gezeigt, um etwaige Manipulationen im Bild nicht vornehmen zu 
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Abbildung 10 Interaktionsvorhersage mittels PAIR (http://www.cls.zju.edu.cn/pair/interaction 
 
3.1.2.3. Vorhersage der BIR1 Interaktion mit BON1  
BIR1, wie in Abbildung 11 gezeigt, interagiert laut PAIR mit BON1 indirekt, bezieht aber BAK1 Komponenten (PSKR1, 
PLD) und BIP89 Komponenten mit ein (At5g25930). Die BIR1 Vorhersage gibt hierbei Grund zur Annahme, dass die 
Interaktion mit BON1 durch alle drei Proteine tatsächlich vorkommt, dass es sich aber hierbei um zwei 
unterschiedliche Mechanismen handeln könnte. Aufgrund dieser Vorhersagen ist zumindest die räumliche Nähe 
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Abbildung 11 BIR1 (At5G4380) Interaktionsvorhersage mittels PAIR (http://www.cls.zju.edu.cn/pair/interaction.  
 
3.1.3. Microarray-Literaturdatenanalyse  
3.1.3.1 Microarraydaten der SNC1 Expression in verschiedenen Geweben und Stadien  
Die SNC1 Expressionsdatenanalysen, dargestellt in Abbildung 12, zeigen unter Standardwachstumsbedingungen in 
reifen Pollen sowie in Wurzelgeweben Inhibierung. Allgemein erscheint es in Blattgeweben, verglichen mit der 
Expression in reifen Pollen, stark exprimiert wobei im Besonderen in seneszenten Blättern und Stängelblättern eine 
verstärte Expression zu verzeichnen ist. Die Fluktuationen der Messdaten erscheinen bei SNC1- im Vergleich zu den 
Daten der anderen hier dargestellten Gene relativ hoch, sie liegen im Mittel bei 10% der Expression. Insofern 
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Abbildung 12 Expressionsdaten laut ATH1 GeneChip (Affymetrix), entnommen dem e-FP Browser (http://bbc.botany.utoronto.ca/efp/cgi-
bin/efpWeb) sind hier abgebildet. Die Fehlerwerte entsprechen hierbei der auf die gewählte Darstellungsform normalisierten 
Standardabweichung. Das jeweilige Blattstadium ist unten stehend abgebildet. 
 
SNC1 ist Temperatur- und Pseudomonas-abhängig reguliert. Ebenfalls zu beobachten ist eine leichte Erhöhung der 
Transkription nach Behandlung mit GST-NPP. Eine Reduktion der Temperatur führt nach sechs Stunden zur 
Hochregulierung der Expression, die sich in weiterer Folge steigert. Eine Erhöhung der Temperatur führt zur 
Reduktion von SNC1. Pseudomonas Infiltration wirkt sich nach 24h bei bei P syringae Typ III Sekretions System 
defizienten und bei Ps. Syringae pv. phaseolicola in einer Erhöhung der SNC1 Expression aus. 
 
HrpZ ist ein HR zelltodauslösendes Harpin-Protein, das in E. coli und Ps. syringae und vielen anderen pathogenen 
Bakterien vorkommt (Alfano et al., 1996). NPP1, necrosis-inducing Phytophthora protein 1 induziert ebenfalls 
zelltodähnliche Läsionen. Infiltration in Arabidopsis führt zu Expression von PR1 Genen (Fellbrich et al., 2002). 
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Tabelle 5 Mikroarraydaten nach Behandlung. Diese entsprechen den Angaben von http://bbc.botany.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb). Rot 
bedeutet hohe Steigerung der Expression, rötlich orange meint leichte Steigerung der Expression und blau meint Senkung der Expression 
nach Behandlung. . Die hier dargestellten Daten entsprechen den Differenzen gegenüber den Kontrollen. 
SNC1 
      Auslöser 1h Standardabw. 4h Standardabw. 
  1µm Flg22 -17,13 35,3 -0,7 17,08 
  10 µM HrpZ -17,67 36,81 44,33 32,47 
  100µg/ml LPS 27,8 26,15 -6,36 38,61 
  1µM GST-NPP1 8,34 23,82 83,1 44,63 
  
       Pseudomonas Syringae Infiltration 2h Standardabw. 6h Standardabw. 24h Standardabw. 
Virulent 10e8 cfu/ml pv tomato DC3000 0,93 17,98 -1,8 19,7 -17,37 21,05 
Avirulent 10e8 cfu/ml pv tomato avrRpm1 1,33 40,74 -11,8 29,85 97,4 8,83 
Type III Sekretions System defizient  0,27 21,8 -7,23 10,6 142,07 7,75 
Nichtwirts Bakterium 10e8 cfu/ml Ps pv. phaseolicola -16,13 19,98 16,93 17,71 122,17 14,38 
       Abiotischer Stress 1h Standardabw. 6h Standardabw. 
  150 mM NaCl 18,44 26,02 -2,93 47,26 
  3h 38°C dann 25°C Erholung -65,34 11,58 1,06 12,81 
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3.1.3.2. Microarraydaten der BON1 Expression in verschiedenen Geweben und Stadien  
Abbildung 13 zeigt, dass BON1 mit Ausnahme von reifen Pollen in jedem hier dargestellten Gewebe stark exprimiert 
wird. Eine Reduzierung liegt lediglich in jungen Blättern vor, die bei 30% der maximalen Expression notiert sind. 
Weiters liegen die Werte der Blätter im Durchschnitt zwischen 50 und 90%, wobei kein Trend im Rahmen der 
Blattentwicklung auffällig ist.  
 
 
Abbildung 13 Expressionsdaten von BON1 laut ATH1 GeneChip (Affymetrix), entnommen dem e-FP Browser 
(http://bbc.botany.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb) sind hier abgebildet. Die Fehlerwerte entsprechen hierbei der auf die gewählte 
Darstellungsform normalisierten Standardabweichung. BON1 wird mit Ausnahme von Reifer Pollen in allen Stadien und Geweben ähnlich 
exprimiert.  
 
Die BON1 Expression wird durch Effektoren, wie Flg22, Hrpz und GST-NPP erhöht. Ebenfalls zur Erhöhung der 
Expression führt die Infiltration mit Avirulenten Pseudomonas syringae pv tomato avrRpm1 und mit P. pv 
Phasealicola. Insbesondere die Blattinokulation mit Pseudomonas syringae pv. tomato (Pto) strain DC3000 (avrRpt2) 
in Anwesenheit von RPS2 führt zu einer schnellen und transienten BON1 Transkriptakumulation  (Jambunathan &  
McNellis, 2003).  
  
Sowohl osmotischer wie Temperaturstress führen zu einer kurzfristigen Senkung von BON1 Transkript. Nach sechs 
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Tabelle 6 Mikroarraydaten nach Behandlung. Diese entsprechen den Angaben von http://bbc.botany.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb). Rot 
bedeutet hohe Steigerung der Expression, rötlich orange meint leichte Steigerung der Expression und blau meint Senkung der Expression 
nach Behandlung. Die hier dargestellten Werte entsprechen der Differenz gegenüber den Kontrollen.  
BON1 
      Auslöser 1h Standardabw. 4h Standardabw. 
  1µm Flg22 81,3 30,45 27,76 16,98 
  10 µM HrpZ 93,69 44,51 69,13 34,2 
  100µg/ml LPS -1,07 35,32 -10,53 19,71 
  1µM GST-NPP1 51,95 39,69 47,3 18,98 
  
       Pseudomonas Syringae Infiltration 2h Standardabw. 6h Standardabw. 24h Standardabw. 
Virulent 10e8 cfu/ml pv tomato DC3000 9,77 18,04 14,73 75,51 14,73 75,51 
Avirulent 10e8 cfu/ml pv tomato avrRpm1 70,5 18,06 37,9 65,89 18,76 71,02 
Type III Sekretions System defizient  10,94 15,33 -21,44 43,04 -40,34 42,53 
Nichtwirts Bakterium 10e8 cfu/ml Ps pv. phaseolicola 19,8 19,04 255,36 155,49 27,79 63,26 
       Abiotischer Stress 1h Standardabw. 6h Standardabw. 
  150 mM NaCl -78,99 0,4 69,55 2,31 
  3h 38°C dann 25°C Erholung -65,46 12,29 12,08 13,16 
  4°C -76,76 11,17 4,22 7,01 
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3.1.3.3 Microarraydaten der BON3 Expression in verschiedenen Geweben und Stadien 
 
Die Abbildung 14 zeigt BON3, welches ausschließlich in reifen Pollen exprimiert wird. Es konnte keine Expression in 
Blattgeweben beobachtet werden.  
 
 
Abbildung 14 Expressionsdaten laut ATH1 GeneChip (Affymetrix), entnommen dem e-FP Browser (http://bbc.botany.utoronto.ca/efp/cgi-
bin/efpWeb) sind hier abgebildet. Die Fehlerwerte entsprechen hierbei der auf die gewählte Darstellungsform normalisierten 
Standardabweichung. BON3 wird ausschließlich in reifen Pollen exprimiert und scheint hier BON1 funktionell zu ersetzen.  
 
BON3 zeigt leichte Erhöhung der Transkription nach Behandlung mit HrpZ, GST-NPP, und Pseudomonas syringae pv 
tomato avrRpm1. Eine Senkung der Expression ist bei Behandlung mit Type 3 Sekretions System defizienten 
Pseudomonas syringae zu beobachten. Im Allgemeinen ist aber die Expression zu niedrig um gesicherte Aussagen 


























 Seite 61 
 
3.1.3.4 Microarraydaten der BAP1 Expression in verschiedenen Geweben und Stadien  
BAP1, Interaktionspartner von BON1 scheint, analog zu seinem Partner speziell hoch in Wurzelgeweben exprimiert 
zu sein. Die hier dargestellten relativen Daten aus Abbildung 15 sollten allerdings nicht darüber hinwegtäuschen, 
dass BAP1, selbst bei 10% Expression gegenüber des Maximalwertes bereits das maximale SNC1 Expressionslevel von 
140 aufweist. Insofern ist BAP1 mRNA in jedem dargestellten Gewebe zu beobachten. 
 
Abbildung 15 Expressionsdaten laut ATH1 GeneChip (Affymetrix), entnommen dem e-FP Browser (http://bbc.botany.utoronto.ca/efp/cgi-
bin/efpWeb) sind hier abgebildet. Die Fehlerwerte entsprechen hierbei der auf die gewählte Darstellungsform normalisierten 
Standardabweichung. BAP1 erscheint überall exprimiert. Die hier dargestellten Werte deuten auf eine hohe Expression in Wurzeln hin, 
wobei aber auch in allen anderen Geweben starke Expression vorhanden ist.  
 
BAP1 reagiert  auf beinahe alle Reize, außer LPS, Salz, und Temperaturerhöhung, in Fehler! Ungültiger Eigenverweis 
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Tabelle 7 Mikroarraydaten nach Behandlung. Diese entsprechen den Angaben von http://bbc.botany.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb). Rot 
bedeutet hohe Steigerung der Expression, rötlich orange meint leichte Steigerung der Expression und blau meint Senkung der Expression 
nach Behandlung. Die hier dargestellten Werte entsprechen der Differenz gegenüber den Kontrollen.  
BAP1 
 
      Auslöser 1h Standardabw. 4h Standardabw. 
  1µm Flg22 323,47 22,95 73,57 30,92 
  10 µM HrpZ 467,21 181,22 212,1 53,67 
  100µg/ml LPS 18,19 123,71 0,57 7,84 
  1µM GST-NPP1 189,69 76,51 149,1 53,45 
  
       Pseudomonas syringae Infiltration 2h Standardabw. 6h Standardabw. 24h Standardabw. 
Virulent 10e8 cfu/ml pv tomato DC3000 76,7 59,54 49,96 95,97 208,4 31,49 
Avirulent 10e8 cfu/ml pv tomato avrRpm1 274,94 20,73 207,43 91,12 285,3 118,16 
Type III Sekretions System defizient  57,24 17,33 -33 63,41 45,8 12,35 
Nichtwirts Bakterium 10e8 cfu/ml Ps pv. phaseolicola 174,67 26,65 338,73 204,8 228,74 69,65 
       Abiotischer Stress 1h Standardabw. 6h Standardabw. 
  150 mM NaCl -2,95 2,13 3,1 4,03 
  3h 38°C dann 25°C Erholung 1,36 2,55 4,22 2,22 
  4°C 25,35 7,7 241,38 19,16 
  





 Seite 63 
 
3.1.3.5 Microarraydaten der BAK1 Expression in verschiedenen Geweben und Stadien  
BAK1 wird in jedem in Abbildung 16 dargestellten Gewebe unter Standardbedingungen exprimiert. Die Werte relativ 
zur Expression zur Keimlingswurzelexpression liegen zwischen 50 und 70% für Blätter, 90% für senseszente Blätter,  
20% für reife Pollen und 50-60% für Kotyledone und Hypokotyl. 
 
Abbildung 16 Expressionsdaten  laut ATH1 GeneChip (Affymetrix), entnommen dem e-FP Browser (http://bbc.botany.utoronto.ca/efp/cgi-
bin/efpWeb) sind hier abgebildet. Die Fehlerwerte entsprechen hierbei der auf die gewählte Darstellungsform normalisierten 
Standardabweichung. BAK1 wird gleichmäßig in allen Stadien und Geweben exprimiert. 
 
BAK1 Transkription ist erhöht nach Behandlung mit verschiedenen PAMPs wie P. syringae Flg22 (Felix et al.,  1999) 
und HrpZ (Lee et al.,  2001) Besonders die Infiltration mit Pseudomonas syringae  bewirkt eine Erhöhung der BAK1 
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Tabelle 8 Mikroarraydaten nach Behandlung. Diese entsprechen den Angaben von http://bbc.botany.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb). Rot 
bedeutet hohe Steigerung der Expression, rötlich orange meint leichte Steigerung der Expression und blau meint Senkung der Expression 
nach Behandlung. Die hier dargestellten Daten entsprechen den Differenzen gegenüber den Kontrollen. 
BAK1 
      Effektoren 1h Standardabw. 4h Standardabw. 
  1µm flg22 266,23 70,05 177,67 43,89 
  10 µM HrpZ 191,02 33,01 402,14 125,16 
  100µg/ml LPS 8,96 58,27 54,33 109,08 
  1µM GST-NPP 143,99 67,12 380,2 128,81 
            
  
       Pseudomonas syringae Infiltration 2h Standardabw. 6h Standardabw. 24h Standardabw. 
Virulent 10e8 cfu/ml pv tomato DC3000 238,6 76,4 -71,54 106,8 67,73 14,55 
Avirulent 10e8 cfu/ml pv tomato avrRpm1 261,24 161,75 199,26 95,76 293,7 71,15 
Type III Sekretions System Defizient  315,93 90,69 167,7 87,6 323,27 69,67 
Nichtwirts Bakterium 10e8 cfu/ml Ps pv. phaseolicola 337,74 107,63 473,93 77,78 290,57 29,57 
       Abiotischer Stress 1h Standardabw. 6h Standardabw. 
  150 mM NaCl 22,37 9,44 -13,98 12,94 
  3h 38°C dann 25°C Erhohlung -8,33 11,18 -2,04 9,09 
  4°C 31,95 8,02 3,59 11,9 
   
3.1.3.6 Microarraydaten der BIP89 Expression in verschiedenen Geweben und Stadien 
BIP89, wird unter Standardbedingungen in den meisten Geweben, dargestellt in Abbildung 17, exprimiert. Mit 5% 
der Maximalexpression ist der BIP89 mRNA Gehalt in reifen Pollen eine Ausnahme. Im Mittel bewegt sich die 
Expression in den Blätter zwischen 50 und 80%, in Keimlingen zwischen 40 und 60%, in Wurzeln ebenfalls bei 60%.  
  
Abbildung 17 Expressionsdaten laut ATH1 GeneChip (Affymetrix), entnommen dem e-FP Browser (http://bbc.botany.utoronto.ca/efp/cgi-
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Standardabweichung. BIP89 zeigt eine gleichmäßige Expression in allen Geweben und Stadien. Wird aber in reifen Pollen vermindert 
detektiert. 
 
BIP89 wird in den meisten Fällen nach Behandlungen hochreguliert (Tab. 9). Effektoren und Pseudomonas Syringae 
regulieren dieses Gen langfristig hoch. Abiotischer Stress erscheint hingegen wenig bis keinen Einfluss zu haben.  
 
Tabelle 9 Mikroarraydaten nach Behandlung. Diese entsprechen den Angaben von http://bbc.botany.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb). Rot 
bedeutet hohe Steigerung der Expression, rötlich orange meint leichte Steigerung der Expression und blau meint Senkung der Expression 
nach Behandlung. Die hier dargestellten Daten entsprechen den Differenzen gegenüber den Kontrollen. 
BIP89 
      Auslöser 1h Standardabw. 4h Standardabw. 
  1µm flg22 66,64 28,46 78,7 31,32 
  10 µM HrpZ 47,74 37,75 160,54 64,88 
  100µg/ml LPS 13,5 22,04 -3,43 34,47 
  1µM GST-NPP1 45,41 62,79 117,83 57,39 
  
       Pseudomonas syringae Infiltration 2h Standardabw. 6h Standardabw. 24h Standardabw. 
Virulent 10e8 cfu/ml pv tomato DC3000 52,97 48,81 -61,11 20,85 23,1 15,65 
Avirulent 10e8 cfu/ml pv tomato avrRpm1 83,77 78,89 40,5 29,48 216 30,21 
Type III Sekretions System defizient  112,87 47,15 56,53 15,67 264,1 42,71 
Nichtwirts Bakterium 10e8 cfu/ml Ps pv. Phaseolicola 69,63 25,24 218,46 39,48 251,44 24,35 
       Abiotischer Stress 1h Standardabw. 6h Standardabw. 
  150 mM NaCl 17,58 10,79 17,04 9,76 
  3h 38°C dann 25°C Erholung -1,43 3,67 -1,82 7,2 
  4°C 1,76 3,63 3,54 4,93 
   
3.1.3.7 Microarraydaten der BIR1 Expression in verschiedenen Geweben und Stadien 
BIR1 wird besonders in Blättern unter Standardbedinungen laut Abbildung 18 stark exprimiert. Seneszente Blätter 
erscheinen hier bei 90%, Wurzeln und Keimlinge bei 20 bis 50%, wobei hier die Kotyledonen den höchsten Wert mit 
50% aufweisen. In reifen Pollen liegt der BIR1 mRNA Gehalt bei 2% des Maximalwerts.  
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Abbildung 18 Expressionsdaten  laut ATH1 GeneChip (Affymetrix), entnommen dem e-FP Browser (http://bbc.botany.utoronto.ca/efp/cgi-
bin/efpWeb) sind hier abgebildet. Die Fehlerwerte entsprechen hierbei der auf die gewählte Darstellungsform normalisierten 
Standardabweichung. BIR1 wird speziell in Blättern stark, in Wurzeln schwächer exprimiert. 
BIR1 wird insbesondere nach Behandlung mit Effektoren hochreguliert und zeigt nach Behandlung mit Pseudomonas 
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Tabelle 10 Mikroarraydaten nach Behandlung. Diese entsprechen den Angaben von http://bbc.botany.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb). 
Rot bedeutet hohe Steigerung der Expression, rötlich orange meint leichte Steigerung der Expression und blau meint Senkung der 
Expression nach Behandlung. Die hier dargestellten Daten entsprechen den Differenzen gegenüber den Kontrollen. 
BIR1         
  Auslöser 1h Standardabw. 4h Standardabw. 
  1µm Flg22 577,14 90,33 408,2 247,69 
  10 µM HrpZ 362,78 118,46 796,76 171,44 
  100µg/ml LPS 103 119,53 35,2 223,23 
  1µM GST-NPP1 333,96 77,58 208,2 145,53 
  
       Pseudomonas syringae Infiltration 2h Standardabw. 6h Standardabw. 24h Standardabw. 
Virulent 10e8 cfu/ml pv tomato DC3000 53,2 58,72 -297,74 140,89 41,67 40,06 
Avirulent 10e8 cfu/ml pv tomato avrRpm1 -6,34 248,27 -61,24 123,05 665,5 163,27 
Type III Sekretions System defizient  224,86 149,81 -40,01 127,27 910,67 182,25 
Nichtwirts Bakterium 10e8 cfu/ml Ps pv. phaseolicola 262,96 178,67 463,9 127,81 896,9 55,11 
       Abiotischer Stress 1h Standardabw. 6h Standardabw. 
  150 mM NaCl -26,46 61,5 38,84 37,22 
  3h 38°C dann 25°C Erholung -69,72 54,39 -12,75 4,15 
  4°C -75,81 46,46 41,74 7,83 
   
 
 
3.2. Interaktionsstudien zur empirischen Ermittlung des Verdachts der 
Wechselwirkung zwischen RLK und Copin und Copinähnlichen Proteinen 
 
3.2.1. Herstellen der Donorplasmide mittels TOPO-TA-Gateway® Klonierung 
Die PCR, wie beschrieben in Material und Methoden, PCR führt zu in den meisten Fällen zu ausreichender 
Produktmenge. 
Mit Ausnahme von SNC1, das trotz verschiedener Strategien, cDNAs aus verschiedenen Mutanten, intensiver 
Testung unterschiedlicher Amplifikationsbedingungen und verschiedener Primer nicht in ausreichendem Maße 
amplifizert werden konnte, wurden die in Tabelle 11 dargestellten Plasmide erzeugt. Ohne und mit Stop dienten 
hierbei C- und N-terminalen Fusionen mit unterschiedlichen Tags zur Analyse von in-vitro- und in-vivo-Interaktions, 
beziehungsweise dem Herstellen von Plasmiden zur Durchführung eines in-vitro Phosphorylierungsversuchs (siehe 
Anhang). 
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3.2.2. Herstellung der Expressionsplasmide mittels LR-Reaktion 
Yeast 2 Hybrid Versuche erforderten die Herstellung von speziellen Expressionsplasmiden. Deren Eigenschaften sind 
im entsprechenden Kapitel Material und Methoden dargestellt. Aus den LR-Klonierungen der Eingangsvektoren der 
jeweiligen Gene und pGADT7 enstehen jeweils die pGADT7 und pGBKT7 Variante von BAP1/2 und BON1/3. Die 
zweite Serie der für die Versuche benötigten Kandidaten, namentlich BAK1, BIR1 und BIP89, tragende Plasmide 
wurden, auf deren zytoplasmatische Domäne reduziert, bereitgestellt. 
 
3.2.2.1. Y2H Versuche zur Verifikation einer direkten Interaktion mit BON1, BON3, BAP1  und BAP2 
Abbildung 19 zeigt das Hefewachstum beruhend auf der Interaktion zwischen BAK1 und den Interaktionskandidaten. 
Insofern liegt hier eine Interaktion zwischen der BAK1-Kinasedomäne mit BON1 und BAP1 nahe, eine Interaktion mit 
BON3 wird zwar nicht ausgeschlossen, dennoch ist dieses Wachstum deutlich schwächer als jenes der 
Positivkontrolle und der zugehörigen Hefen auf den Kontrollplatten. Die Interaktion mit BAP2 wird ausgeschlossen. 
Die Platten der Negativkontrollen zeigen kein Wachstum auf –HALT. Die Kontrollplatten –LT sind im Gegensatz zu 
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den selektiven –HALT Versuchsplatten gleichmäßig angewachsen. Die Kontrollen implizieren dass das Wachstum der 
Versuchshefen aufgrund von spezifischen Protein-Proteininteraktionen zustandegekommen ist.  
 
Abbildung 19 Hefe 2-hybridversuche zur Identifikation der Interaktion BAK1s mit potentiellen Interaktoren BON1, BON3, BAP1, und BAP2. 
Fusionskonstrukte mit der GAL4 Bindungsdomäne (BD) bzw. Aktivierungsdomäne AD und der zytoplasmatischen Domäne von BAK1 wurden 
in Hefe kotransfomiert, und über Nacht in –LT bzw –HALT Medium wachsen gelassen. Auftropfen der über Nacht gewachsenen auf das 
entsprechende Medium erlaubt nach durchschnittlich 2,5 Tagen eine entsprechende Dokumentation.  
 
3.2.2.2. Interaktionsstudie von BIP89 Kinasedomäne mit zytoplasmatischen Kandidaten 
Abbildung 20 analog zu Abbildung 19 zeigt das Hefewachstum des Y2H Versuchs mit BIP89 und den 
Interaktionskandidaten. Die Kontrollen, da es sich um die selbe Versuchsserie wie in  Abbildung 19 handelt, sind 
gleich. BIP89 Kinasedomänefusionen führen zum interaktionsbedingten Wachstum mit BON3, BAP1 und BAP2. BON1 
scheint nicht mit BIP89 zu interagieren. Das gleichmäßige Anwachsen der Hefen auf –LT Kontrollplatten erlaubt den 
direkten Vergleich mit Abbildung 19 und Abbildung 21.  
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Abbildung 20 Hefe 2-hybridversuche zur Identifikation der Interaktion BIP89s mit potentiellen Interaktoren BON1, BON3, BAP1, und BAP2. 
Fusionskonstrukte mit der GAL4 Bindungsdomäne (BD) bzw. Aktivierungsdomäne AD und der zytoplasmatischen Domäne von BIP89 
wurden in Hefe kotransfomiert, und über Nacht in –LT bzw –HALT Medium wachsen gelassen. Auftropfen der über Nacht gewachsenen auf 
das entsprechende Medium erlaubt nach durchschnittlich 2,5 Tagen eine entsprechende Dokumentation.  
 
3.2.2.3. Interaktionsstudie von BIR1 Kinasedomäne mit zytoplasmatischen Kandidaten 
Abbildung 21 entspricht der selben Versuchsreihe wie Abbildung 19, insofern sind wieder die Kontrollen die Selben 
wie oben. BIR1-Kinasedomänfusionen führen mit beiden Copinen und mit BAP1 zu Wachstum auf dem –HALT 
Selektivmedium. Die Kontrollplatten –LT wachsen gleichmäßig an. BAP2 erscheint wiederum als schwächer als die 
Hefen der Positivkontrolle und auch wesentlich schwächer als die Hefen auf –LT Kontrollplatten anzuwachsen, es 
erscheint als ausgeschlossen, dass es sich hier um eine positive Aussage handelt, vielmehr erschien das hier 
dargestellte Bild als Schatten, nicht aber als Wachstum.  
 
 
Abbildung 21 Hefe 2-hybridversuche zur Identifikation der Interaktion BIR1s mit potentiellen Interaktoren BON1, BON3, BAP1, und BAP2. 
Fusionskonstrukte mit der GAL4 Bindungsdomäne (BD) bzw. Aktivierungsdomäne AD und der zytoplasmatischen Domäne von BIR1 wurden 
in Hefe kotransfomiert, und über Nacht in –LT bzw –HALT Medium wachsen gelassen. Auftropfen der über Nacht gewachsenen auf das 
entsprechende Medium erlaubt nach durchschnittlich 2,5 Tagen eine entsprechende Dokumentation.  
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3.3. Verifikation der Interaktion der Kandidaten mit BAK1 bzw. BAK1-assoziierten 
Proteinen in vivo mittels BIFC 
 
3.3.1. Multisitegatewaysysteme als flexible Strategie zur Überprüfung der in vivo Interaktion von 
Proteinen  
Das Etablieren eines Multisitegatewaysystems dient dem Herstellen von Plasmiden zur Durchführung eines BiFC. Die 
Vorteile der Verwendung diese Systems liegen in der Flexibilität, mit der man beispielsweise den Baustein des 
Promotors gegen einen anderen Promotor austauschen kann. Zu diesem Zwecke werden die benötigten Entry, DONR 
und Expressionsplasmide eingesetzt. Durch unterschiedliche Rekombinationsstellen wird die Spezifität der 
Rekombination erreicht. Eine Rekombination wird immer zwischen den korrekten Stellen vorgenommen, eine 
vollständige Rekombination erlaubt die Integration der für die Expression benötigten Fragmente in einen 
Expressionsvektor, und daraus resultiert letztlich nur ein mögliches und vollständiges Plasmid.  
Aus diesem System entstehen die Plasmide für den BiFC. Jeweils ein Plasmid mit der C- und ein Plasmid mit der  N-
terminalen GFP Hälfte, mit 35S Promotor für die Proteine BAK1, PGL2/1, BON1/3 und BAP1/2 werden hergestellt.  
 
 
Abbildung 22 Multisitegateway System erlaubt die Herstellung der zur Durchführung des BiFC benötigten Plasmide. Die hier dargestellten 
Entryvektoren erlauben die Herstellung der für die Expression der zwei benötigten Proteinfusionen, te-GFP und he-GFP. Die Vektoren 
verfügen hierbei über die Bausteine Promotor, Zielgen und Expressiontag. Sie werden in den Expressionsvektor pk7m34GW eingebracht.  
 
3.3.2. BIFC 
Die in Abbildung 23 dargestellten BiFC Versuche zeigen gegenüber der BAK1-GFP Kontrolle zumindest in einem 
Punkt das Funktionieren des Systems an. Während bekannte Interaktionen wie BAK1- BIP89 und BAK1-BIL3 teils 
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strittige Ergebnisse zeigen, liegt bei BIP89-BIL3 eine eindeutig membranlokalisierte Fluoreszenz vor. Das Bild 
Negative zeigt die durchschnittliche Erscheinung von Null, Leer und nichtinteragierenden Systemen an. Die hier 
dargestellte mit zwei Leervektoren infiltrierte Nullkontrolle wird als Abgleich benutzt. Das Erscheinungsbild ist aber 
für nicht dargestellte Kombinationen gleich. Plasmidkombinationen entsprechen, jeweils jedes mit jedem, Kein 
Insert N- und C-terminales GFP, BAK1. BIP89, PGL1 und PGL2, MEKK1 und MEKK1 Mutanten. Es scheint sich, in Bezug 
auf die Signalintensität durchaus um spezifisches Signal handeln zu können, da keine andere Kombination 
Membranlokalisierte GFP Signale hervorgebracht hat. Es bleibt aber dennoch strittig ob es sich hierbei nicht um 
Autofluoreszenz handelt. Die Kontrollen und Einstellungen entsprechen hierbei einer Versuchsserie. Die 
Signalintensitäten liegen bei den drei dargestellten über der Leervektorkontrolle.  
 
 
Abbildung 23 Zur Kontrolle der membranlokalisierten Fluoreszenz wird eine BAK1 GFP Kontrolle hergestellt. Der Abgleich mit den BAK1 
BIL3, BIP89 BIL3 und BAK1 BIP89 Konstrukten, die teilweise im Rahmen dieses Projekts oder zusätzlich zu diesem Projekt hergestellt 
werden, zeigt, dass im Falle von BIP89 BIL3 Interaktion stattfindet. Dieses Ergebnis ist prinzipiell nicht Teil dieser Arbeit, wurde aber zur 
Unterstützung anderer Projekte hergestellt und zeigt den Erfolg des BiFC an. Die Negativkontrolle entspricht hierbei einer 
durchschnittlichen Leervektorkontrolle. 
 
3.4. Vergleichsstudien zwischen Kandidatenmutanten zur Analyse der Beeinflussung der Expression 
des TIR-NB-LRR- SNC1 und der PR1 Expression 
 
3.4.1. SNC1 und PR1 Expression in verschiedenen potentiellen BAK1-Signalweg-relevanten Mutanten 
3.4.1.1. Die Expression von SNC1 im Vergleich zwischen bon1-1, bak1-3 und bak1-3/bkk1-1 Mutanten 
Abbildung 24 zeigt eine q-PCR Serie mit cDNA aus Blattmaterial 5 Wochen alter Pflanzen aus jeweiligen 
Temperaturen. Die y-Achse zeigt erst gegen EF1α, dann gegen Col-0 22°C normalisierte Werte. Fehlerbalken 
entsprechen den Standardabweichungen aus den sechs Meßpunkten.  
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Die SNC1 Expression in bon1-1 Mutanten liegt mit einer 3 fachen Induktion gegenüber Col-0 in 22°C auf bak1-3 
Niveau.  Die höhere Expression in bak1-3/bkk1-1 bei 8 facher Expression gegen Col-0 bei 22°C liegt gegenüber bon1-
1 2fach höher. Im Allgemeinen liegen die 22°C Werte über denen der 28°C Werte.  
 
Abbildung 24 bak1-3-zeigt eine geringfügige Erhöhung der SNC1 Expression, die durch die Doppelmutante bak1-3/bkk1-1 verstärkt wird. Die 
hier und in weiterer Folge dargestellten Fehlerwerte entsprechen den Standardabweichungen. Die hier dargestellte Abbildung bezieht sich 
auf einen Einzelversuch aus einer Serie von 3 Einzelexperimenten. Jeweils RNAs von drei Einzelpflanzen werden isoliert Zu Analysezwecken 
werden jeweils zwei technische Replikate gemessen. Die Standardabweichung dieser technischen Replikate liegt im Mittel bei 0,05 C t 
Werten. Die Fehlerbalken stellen die Standardabweichungen aus allen sechs Messpunkten dar.  
 
3.4.1.2. Expression von PR1 in bon1-1, bak1-3 und bak1-3/bkk1-1 Mutanten 
Analog zu Abbildung 24 zeigt Abbildung 25 die relativen PR1 Expressionslevels derselben Versuchspflanzen.  
SNC1 wurde erstmalig als autoaktiverendes Allele identifiziert das PR1 konstitutiv exprimiert (Zhang et al., 2003)  
 
Hierbei ist die y-Achse zu beachten, deren Werte nun höher sind als oben. Das PR1 Expressionsverhalten von bon1-
1-(22°C) Mutanten liegt, mit 200facher Induktion, hier nun deutlich zwischen jenem bak1-3, mit 16,7 facher 
Induktion  gegenüber Col-0 (22°C)und bak1-3/bkk1-1, mit einer knapp 1000fachen Induktion gegenüber Col-0 (22°C). 
Die Mutaten in 28°C scheinen mit Ausnahme von bak1-3/bkk1-1 nicht betroffen.  
Eine direkte numerische Korrelation zwischen PR1 und SNC1 Expression lässt sich nicht nachweisen. Wohl aber sieht 
man tendenzielle Ähnlichkeiten. Die Literatur spricht jedoch von einem indirekten Zusammenhang, zwischen PR1 
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Abbildung 25 bak1-3 Mutanten zeigen eine minimale Erhöhung der PR1 Expression an. Das hier abgebildete Experiment entspricht dem 
SNC1 q-PCR Experiment. Es wurde auf dieselben RNS Proben zurückgegriffen.  
3.4.1.3. Das SNC1 Level im Vergleich zwischen bon1-1 und bip89-3 
Die in Abbildung 26 dargestellten Werte zeigen die relative  SNC1 Expression in bip89-3 Mutanten im Vergleich zu 
der Versuchsmutante bon1-1. Während die Niveaus der relativen SNC1 Expression für bon1-1 (22°C) wie oben 
dargelegt, mit knapp 3,5facher Induktion gegenüber Col-0 deutlich erhöht sind, liegt dieser Wert für bip89-3 mit 
2facher Expression darunter. Beachtenswert ist, dass die Expression in 28°C gewachsenen bip89-3 Mutanten mit 
2,5facher Induktion höher ist. SNC1 ist autoregulierend, und sollte bei 28°C eigentlich an der Membran liegen. Eine 
Erhöhung der SNC1 Menge in 28°C bei bip89-3 wirft viele Fragen auf, auf die es hier keine Antworten gibt. 
 
 
Abbildung 26 bip89-3 zeigt eine Erhöhung der SNC1 Expression in 22°C, und eine stärkere Erhöhung in 28°C.  
 
3.4.2. PR1 Expression 
3.4.2.1. Das PR1 Level im Vergleich zwischen bon1-1 und bip89-3 
Abbildung 27 zeigt, dass PR1 überdurchschnittlich hoch exprimiert wird in bip89-3 (28°C). Dieser Wert stimmt mit 
den Werten mit der Tendenz von bip89-3 Mutanten bezüglich deren Expression von SNC1 überein. PR1 wird nach 
Pathogenerkennung spät exprimiert. Diese Expression deutet auf Veränderungen in der Chromatinstruktur, und auf 
die Aktivierung von Transkritptionsfaktoren hin. Insofern ist bei Erhöhung der PR1 Expression darauf zu schließen 
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schlusszufolgern, dass Immunreaktionen konstitutiv ablaufen. Somit erscheint die bip89-3 bei 28°C eine konstitutive 
Aktivierung des Immunsystems aufzuweisen.  
 
 
Abbildung 27 bip89-3 Mutanten exprimieren PR1 in 28°C stark 
 
3.4.3. Durch Rückgriff auf einen weiteren Primer werden die SNC1 q-PCR Ergebnisse validiert 
Abbildung 28 zeigt einen weiteren q-PCR Versuch zur Ermittlung der relativen SNC1 Expression in den Mutanten der 
zu testenden Proteine. Um die oben dargelegten Informationen, bzgl. der SNC1 Expressionen, mit einem weiteren 
Primerpaar zu validieren, wurde auf bereits von Li publizierte Primer zurückgegriffen (Li et al., 2007). Unterschiede in 
der Amplifikationseffizienz (98%/95%) sind gering, die Primer binden Intronüberlappend jeweils entweder um das 3´ 
Intron oder drittletzte 3´Intron. SNC1 288q und SNC1 published by Li weisen keine stabilen Sekundärstrukturen in 
den entsprechenden Amplikons auf. Weiters wurden Selbstamplifizierende Strukturen und Primerdimere bei beiden 
Paaren ausgeschlossen. In Summe wurden aber drei Primerpaare getestet. Primerpaar „SNC1 published by Bartels et 
al., 2009“ führte als erstes getestetes Primerpaar zu Dimeren, zu diffusen Ergebnissen, und unreinen Schmelzkurven. 
Es blieb deshalb, da nicht vorausgesetzt wurde, dass der Bartels Primer tatsächlich ungeeignet ist, trotz dem 
erreichen von Theoriewerten in Schmelztemperaturen beim zweiten Primer, 288q, unklar ob die Effekte, des Bartels 
et al., 2009 Primers, nur aufgrund von Verunreinigung oder technischen Problemen auftraten, oder ob es andere 
Effekte  gab, sodass eine von 288q unabhängige Serie durchgeführt werden musste. Dieses erlaubt nun die 
unterschiedlichen Aussagen miteinander zu vergleichen. Es finden sich keine Relevanten Unterschiede zwischen den 
beiden Messserien, die aus jeweils drei Einzelmessungen bestanden. Insofern können die hier gezeigten Werte als 
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Abbildung 28 q-PCR-SNC1 mittels „SNC1 Published by Li „ Ein zweites Primerpaar validiert die oben genannten Ergebnisse.  
3.4.4 Vergleichende Untersuchung des Wachstums von Alternaria Brassicicola auf 
Kandidatenmutanten 
Die Infektion mit Alternaria brassicicola erfolgt nach 5 Wochen Wachstum, gleichzeitig mit der Ernte der für die q-
PCR benötigten Versuchspflanzen. Die y-Achse zeigt den Erkrankungszustand der Versuchs- und Kontrollmutanten. 
Hierbei werden Pflanzen mit 1 bewertet wenn keine, mit 2  bei leichten, mit drei mit ausbreitenden Anzeichen einer 
Pilzinfektion, mit vier bei Bildung von Nekrosen, mit fünf bei Anzeichen einer Mazerierung und  mit sechs bei 
eindeutiger Sporulation bewertet. Insofern zeigt sich einerseits nach 13 Tagen Inkubationsdauer, dass im  Mittel die 
Pflanzen, die in 22°C inkubiert und angezogen wurden, einen schwereren Erkrankungsgrad entwickeln als jene in 
28°C. Andererseits sind die Niveaus von bon1-1 und bak1-3 vergleichbar. Beide zeigen nach 13 Tagen Nekrosen in 
22°C, und beide weisen dasselbe 28°C Niveau auf. Bereits gezeigt wurde eine Anfälligkeit für bak1 und bak1/bkk1 bei 
22°C gegen den Pilz, es wurde weiters gezeigt, dass diese Abhängigkeit BR-unabhängig ist (Kemmerling et al., 2007). 
Was bip89-3 betrifft, so zeigt sich wie bereits in den oben dargestellten q-PCR Ergebnissen, dass die in 28°C 
angezogenen Pflanzen für Zelltodereignisse anfälliger sind als jene aus 22°C. Die Doppelmutanten bak1-3/bkk1-1 
letztlich sind in besonderem Maße betroffen. Es stellt sich aber zusätzlich zum Krankheitsverlauf auch spontaner 
Zelltod ein, wodurch dieses Ergebnis, nicht gesondert betrachtet werden sollte. Das heißt zusammenfassend, dass 
Zelltodereignisse durch eine scheinbar bereits aktivierte Immunantwort in bon1-1 ,bak1-3 und bak1-3/bkk1-1 
Mutanten beschleunigt, bzw. verstärkt auftreten. Die bip89-3 Mutante zeigt ebenfalls stark beschleunigten Verlauf 
der Erkrankung an, aber die Beschleunigung des Krankheitsverlaufs in 28°C gegenüber des Verlaufs in  22°C ist 
anders als in den anderen Mutanten. Es erscheint also als gegeben, dass bei allen gerade gelisteten Mutanten eine 
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Abbildung 29 Alternaria brassicicola Infektionsversuch 13 Tage nach Infektion. Hierbei entspricht bon1-1 in etwa bak1-3. Die 
Doppelmutante bak1-3/bkk1-1 ist wie bip89-3 stärker betroffen. Die y- Achse entspricht hierbei der Symptomatik über 24 Einzelpflanzen, 
aus 4 verschiedenen Ansätzen. 600 entspricht hierbei dem Stadium Sporulation, 500 Mazerierung, 400 Nekrose, 300 ausdehnender 
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4. Diskussion 
BAK1 und BKK1 sind enge Homologe deren Funktionen überlappen. BAK1 interagiert mit BRI1, welches der Rezeptor 
der Brassinosteroide ist (Li et al., 2002; Nam et al 2002).Nach der Bindung seines Liganden verändert BRI1 seine 
Affinitäten. Sein Inhibitor BKI1 wird entlassen, BAK1 gebunden. Infolgedessen werden Komponenten durch 
Phosphorylierung aktiviert (Vert et al., 2005; Aker & de Vries, 2008). Der BAK1-BRI1-Komplex wird internalisiert, 
sodass er neben der Membran auch in Endosomen anzutreffen ist (Russinova et al., 2004). BAK1 interagiert ebenfalls 
mit FLS2. Es bildet sich analog zu BRI1 ein aktiver Komplex nach Perzeption von Flg22 aus. Im Unterschied zu BRI1 ist 
die Internalisierung ausschließlich nach Bindung von Flg22 zu beobachten (Robatzek et al., 2006). 
 
Der bak1 Phänotyp, der sich hier in den Resultaten niederschlägt, ist aber ein anderer. Eine Abhängigkeit von BR- 
Signaltransduktion ist ihm fremd. Der Zelltod, der sich in dieser Arbeit findet ist von SA-abhängiger Natur. 
Hypersensitive Reaktionen prägen das Bild, dass im Hintergrund Aktivierung der Immunabwehr zeigt. Werden diese 
Phänotypen aber unabhängig von den anderen oder nur durch diese geprägt? Die Vielzahl von Funktionen BAK1s zu 
schützen erscheint in gewisserweise in die bekannte Funktion von R-Proteinen zu passen. Dass heißt, ohne eine 
müßige Diskussion um evolutionäre Logik führen zu müssen, aus menschlicher Sicht erscheint es sinnvoll, einen 
Dampfkessel mit einem Überdruckventil auszurüsten. Diese Kessel überlebten und wurden weitermodifiziert. Eine 
Pflanzenzelle ohne BR Signalling und ohne PTI Signal-Selbstmordfunktion erscheint evolutionär so sinnvoll wie ein 
Kessel ohne Überdruckventil, weil ein evolutionär konservierter biologischer Knoten, so wie der Druck im Kessel 
ebenfalls eine konservierte Eigenschaft eines Dampfkessels ist, eine Schwachstelle im System ist und sich Varianten 
fortpflanzen werden, die diese Schwachstelle ausgleichen. Sprich eine Überfunktion des Kessels wird in irgendeiner 
Art und Weise zu Fehlfunktion führen, dem Explodieren und eine Unterfunktion entfernt die konservierte Funktion, 
den Druck. Der Kessel hatte eine Zeitspanne von knappen 250 Jahren, sich so zu konzipieren, Arabidopsis thaliana 
eine entscheidend länger. Er erklärt auf einfache Weise, welchen Sinn es macht, den Phänotypen des Zelltods im 
Zusammenhang mit allen anderen Phänotypen zu sehen und nicht gesondert und isoliert zu betrachten. In gewisser 
Weise ist dieser Absatz sogar so zu verstehen, dass es sich hierbei durchaus um ein BR-„related“-es Phänomen 
handelt, weil das Sicherungssystem ein Sicherungssytem für etwas sein muss. 
  
 
BON1s Funktion könnte im Aufrechterhalten der Spezifität des Ca2+ Signalings liegen. Seine Funktion lässt sich, aus 
den Funktionen anderer Copinen, und anderen zwei C2-Domänen im Vesikelverkehr vorhersagen. Seine vWA 
Domäne dient dem Aufbau von Komplexen. Diese Prozesse sind kalziumabhängig, so dass eine ausreichende 
Spezifizierung des Ca2+ Signals gewährleistet ist (Lee et al., 2008). Unter diesen Signalen sind jene für 
Wurzelwachstum und Gravitropismus (Ma et al., 2006), Pollenschlauchwachstum (Fritsch et Al.2007), 
Schwermetalltoleranz (Arazi et al., 1999; Sunkar et al., 2000) und Salzstresstoleranz (Gobert et al., 2006).Ebenfalls  
wird Blattseneszenz durch Calziumsignale reguliert, hierbei sind Kanäle wie AtCNGC2 wichtig, die über zyklische 
Nukleotide reguliert werden (Köhler et al., 2001). Ca2+ -Flüsse, die aus niedrigen Temperaturen oder niedriger 
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Feuchtigkeit herrühren, könnten so von jenen unterschieden werden, die aus Pathogenerkennung stammen (Lee et 
al., 2008).  
Auffällig ist eine Ähnlichkeit zwischen den Nullmutanten von BON1, BAP1, BAP2 und BAK1. So ist ihnen ein 
Wachstumsdefizit gemein, gleichzeitig aber eine konstitutive Expression von defense related genes, und eine 
Missregulation der SA-Levels. Die Wachstumsdefizite können in bon1 und bap1 Mutanten nicht durch BR 
Signaldefekte erklärt werden. Die bak1 Wachstumsphänotypen rühren aber aus diesen her, nicht aber ist der Zelltod 
durch BR Gabe einzuschränken. Das heißt, dass sich dieser Phänotyp eigentlich in zwei Mechanismen aufteilen lässt. 
Der Zelltod der bak1 Mutanten ist schwach, jedoch gibt es für bak1 Funktionen Backup-Systeme in der SERK Familie, 
sodass sich dieser Phänotyp in Doppelmutanten verstärkt.  So wird in BAK1/BKK1 Nullmutanten eine Woche nach 
Keimung das Wachstum der Endtriebmeristeme eingestellt, am Tag zehn werden die Kotyledonen seneszent. Es gibt 
keine embryonalen Defekte (He et Al, 2007). 
 
Es gilt also nachzuweisen, dass BAK1 und ein RLK mit BON1, BON3, BAP1 und/oder BAP2 interagieren.Es ist ferner zu 
zeigen, dass diese Interaktionen in vivo vorkommen können und sich die Expressionsmuster ähnlich verhalten. Der 
Verdacht ,der daraus resultieren wird, ist durch die Funktion dieser Interaktion zu erhärten. Es sollte sich zeigen, 
dass Mutationen in den Wechselwirkungskandidaten ähnliche Phänotypen aufweisen, insbesondere in der 
Beschaffenheit ihrer konstitutiven Abwehraktivierung und ihrer Eigenschaften bezüglich der SNC1 Expression. So 
sollte die Wechselwirkung nahegelegt, eventuell sogar bewiesen werden.  
  
4.1. Expressionsmuster implizieren eine gemeinsame Funktion 
Die Möglichkeit der in vivo Wechselwirkung zwischen den RLK und den Copinen, bzw. Copin-ähnlichen Proteinen 
setzt die Expression der hypothetischen Interaktoren im jeweiligen Gewebe voraus. Die Microarraydaten erlauben 
eine Aussage, ob die jeweiligen Partner in bestimmten Geweben koexprimiert sind und damit überhaupt die 
Möglichkeit haben zu interagieren.  
 
Einerseits bestünde die Möglichkeit einer Interaktion zwischen BAK1 und BON3 in reifen Pollen, da BON3 nur am 
Beginn der Entwicklung exprimiert wird, und am stärksten eben in reifen Pollen. Ebenfalls möglich, wenn auch 
unwahrscheinlicher aufgrund der niedrigeren Expressionsniveaus, erscheinen Interaktionen zwischen BON3 und BIR1 
in reifen Pollen, in Embryonen, in denen beide stark exprimiert vorliegen wäre diese  möglich, da beide in frühen 
Stadien exprimiert werden. In reifen Pollen ist ebenfalls eine Interaktion zwischen BON3 und BIP89 möglich. BON1, 
das genauso wie BAP1 und BAK1 in jedem Gewebe exprimiert wird, erscheint als möglicher Interaktionspartner aller 
drei Kandidaten, einerseits BAK1, mit BIP89 und mit BIR1. Somit kommen, in vivo, die Paare BAK1-BON1/BON3/ 
BAP1/ BAP2, BIR1-BON1/BON3/ BAP1/ BAP2 und BIP89-BON1/ BAP1/ BAP2 für eine Interaktion in Frage. BON1 wird 
in Apikalmeristemen in der Kotyledonphase stark exprimiert (Yadavet Al, 2009). 
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Im Gegensatz zu BAP1 erfährt BON1 eine Senkung des Transkriptniveaus während der ersten Stunden der 
Kältebehandlung. Diese wird im Laufe der ersten sechs Stunden aber überwunden und es erfolgt eine 
Überexpression. BON3 zeigt keine wesentliche Reaktion auf abiotischen Stress, aber eine leichte Erhöhung nach 
Pseudomonas Behandlung. SNC1 reagiert analog zu BAP1 mit Hochregulation der Expression bei Kälte, Pseudomonas 
Typ III Sekretions System defizienten und non-Wirt Pseudomonas syringae Behandlung, ist gleichzeitig aber einer 
Senkung des Expressionslevels bei Wärme unterlegen. Dies rührt aus Autoaktivierung und Lokalisation.  
 
BAK1 und assoziierte Proteine zeigen eine Übereinstimmungen in der Regulation der Transkription mit SNC1 und 
SNC1 regulierenden Proteinen. Die BAK1 und assoziierten Proteine werden in den   
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Tabelle 8-12 gezeigt. BAK1 selbst reagiert ähnlich zu BAP1 mit der Erhöhung der Transkription bei Pseudomonas 
Infiltration und Kälte. Eine Senkung des BAK1 Transkripts ist unter der Behandlung mit HrpZ und NPP1 zu 
beobachten.  
BIP89 und BIR1 reagieren auf Behandlungen langfristig. Beide zeigen eine fortsetzende Erhöhung der Expression 
nach Behandlung mit Elizitoren und Pseudomonas syringae über mehreren Stunden. BIR1, im Gegensatz zu BIP89, 
zeigt eine Verringerung der Transkription durch Kälteeinflüsse in den ersten Stunden.  
 
Insbesondere die Reaktionen auf die Behandlung mit NPP1 HrpZ sind hervorzuheben. Es wird nach Gabe von HrpZ 
HR ausgelöst, NPP1 führt zur Erhöhung von Nekrose, verbunden mit einem starken Anstieg des PR1 Gens (Alfano et 
al., 1996; Fellbrich et al., 2002) Erstaunlich sind insofern die Erhöhung von BAK1 und die gleichzeitig erfolgende 
Überexpression von BAP1, selbst gegenüber der stärker exprimierten BON Gene. Es stellt sich infolge der 
Behandlungen ein Gleichgewicht ein.  
 
BON1 ist im, für den Phänotypen von bak1/bkk1 Nullmutanten, verantwortlichen Apikalmeristem stark exprimiert. 
Gleichzeitig ist eine stufenweise Hochregulation von BON1 zu bemerken. So ist die Expression von BON1 in 
Keimlingen und Samen schwach. BON3 im Gegensatz dazu ist gerade in sehr jungen Geweben stark exprimiert 
(http://www.bar.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi). 
 
Die Expression von SNC1 und SNC1-regulierenden Proteinen ist, wie in den Tabelle 5-8 dargestellt, durch 
Umwelteinflüsse veränderbar. Zusammenfassend lassen sich folgende Tendenzen beobachten. Einerseits werden 
BAP1 und BON1 durch die Behandlung mit Effektoren und Pseudomonas syringae pv tomato avrRpm1 erhöht. 
Andererseits reagieren sie auf Temperaturveränderungen. Insbesondere ist die BAP1 Kälteregulation 
hervorzuheben. Die Koregulation zwischen den Testkandidaten könnte eine gemeinsame Funktion implizieren. Es 
erscheint hier nicht notwendig, konkrete Beispiele anzugeben, sondern nur darauf hinzuweisen, dass bei chemischen 
Reaktionen stochastische Verhältnisse der Reaktionspartner das Ergebnis verändern können. Es ist somit auch in 
einer wie auch immer gearteten Reaktion zwischen Makromolekülen zu erwarten, dass das System in der Lage ist, 
einen Überschuss eines Edukts durch Erhöhung des anderen auszugleichen, bzw. das Produkt zu verändern. Sprich 
die Koregulation könnte darauf hindeuten, dass das Produkt konstant sein muss, um biologisch effektiv zu sein, dies 
würde auf Wechselwirkung hindeuten. Es erscheint als in sich konsistentes Argument, aber wenn sich das Verhältnis 
zwischen BAK1 und BON1 im konkreten Falle verändert, so würde sich die Frage stellen warum kein Zelltod eintritt, 
wenn Menge an BAK1 kleiner, die von BON1 größer wird, würde die bak1 Situation eintreten. So würde eine 
Missregulation einen Zustand herbeiführen, der der Mutante entspricht, es würde Zelltod bei Abhängigkeit der 
BON1 Aktivität von BAK1 auftreten. Zwei Gene kozuregulieren würde also im Fall gegenseitiger Abhängigkeit der 
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Proteine notwendig sein um stabile Situationen zu schaffen. Im speziellen Fall vorausgesetzt, es ist tatsächlich eine 
direkte Abhängigkeit der beiden voneinander gegeben, könnte dies zur Annahme verleiten dass BAK1 BON1 
unterdrückt. Die Koregulation, die für verschiedene Gewebe gezeigt wurde, ist ferner auch in den 
Expressionsmustern nach abiotischen und biotischen Stressbedingungen gegeben. Die ähnliche Regulation der 
Expression könnte also als Argument für Interaktion dienen. Jedoch ist bekannt, ob die Translationsregulation 
ebenfalls ähnlich ist, sodass unklar bleibt, ob es sich tatsächlich so verhält, dass ähnliche Proteinniveaus konstant 
beibehalten werden.  
 
4.2. Interaktionsstudien deuten einen Zusammenhang zwischen RLK und Copinen an 
In silico Analysen führen zu der Vermutung das die BAK1 und BON1 Interaktion durch den Einbezug anderer Proteine 
funktioniert. Diese Analysen sind zu 45% vertrauenswürdig. PLD-α und PLD-β sind beide Ca2+-abhängige Enzyme, 
unterscheiden sich aber durch die Notwendigkeit von Polyphosphoinositolen für die Aktivität von β (Dyer et al., 
1995; Pappan et al., 1997). PLD-γ wurde als Dämpfer für H2O2 ausgelöste Zelltodreaktionen beobachtet. PLD-γ selbst 
wird durch Ölsäure stimuliert, bei deren Fehlen entwickeln sich verletzungs-imitierende Phänotypen (Wang & Wang, 
2001; Kachroo et al., 2003). Diese Vorhersagen würden auf Lipasen und Kinasen als Koaktoren hindeuten. BAK1, 
über Lipasen, könnte eine Freisetzung der BON1/BAP1 verursachen und dadurch die Lokalisation und die Aktivität 
verändern. Die Kinasen, die mit BIP89 und BIR1 laut in silico Analysen mit BON1 interagieren, könnten die Aktivität 
BON1s durch Phosphorylierungen verändern. Lipasen könnten die Ziele der Copine verändern, und so die Funktion 
verändern. Es bleibt aber spekulativ.  
 
Y2H Versuche basieren auf Interaktionen von Fusionsproteinen. Eine nicht-expression von Fusionproteinen bringt 
uns in den Zustand von Leervektorkontrollen. Die Unterschiede zwischen –HALT und -LT sind in den Kontrollen 
gegeben. Die Negativkontrollen bleiben negativ. Es ist daher festzustellen, dass es sich bei den angewachsenen 
Hefen auf Selektivmedium um Hefen mit Wachstum aufgrund von Interaktion zwischen den eingebrachten 
Proteinen handelt. Inwiefern aber die Interaktion spezifisch ist, darüber ist keine Aussage abzuleiten, denn die 
Verwendung von 35S Promotoren führt zu Überexpression und könnte die Situation verändern. Somit ist die nächste 
Aussage in Hinblick auf die Situation während des Y2H zwar gerechtfertigt, für sich stehend aber zu wenig. Ferner ist 
eine Aussage über die Spezifität der Interaktion auch im Hinblick auf die Verwendung der zytoplasmatischen 
Domänen der RLKs fraglich, die in vivo Situation ist eine andere.  
Aus Abbildung 19, Abbildung 20 und Abbildung 21 ableitbare Daten legen eine Interaktion zwischen BAK1-BON1, 
BAK1 BAP1, BIP89 BON3, BIP89 BAP1, BIP89 BAP2, BIR1 BON1, BIR1 BON3 und BIR1 BAP1 nahe. Diese Werte, wenn 
mit den Expressiondaten abgeglichen, deuten darauf hin, dass einzig das Paar BIP89 BON3 als in vivo interagierend 
ausgeschlossen werden muss. BON3 ist nur in reifen Pollen stark exprimiert und spielt in der Entwicklung eine 
vorübergehende Rolle, bis es durch BON1 ersetzt wird. Alle anderen Paare sind aufgrund der Expressionsdaten in 
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vivo wahrscheinlicher, da sie im selben Gewebe exprimiert und koreguliert werden. Der Phänotyp von bir1-1 
entwickelt sich früher als jener der bak1/bkk1Doppelmutante und setzt sich fort (Gao et al., 2009). Die 
zytoplasmatische Domäne BIR1s zeigt Interaktion sowohl mit BON1, BON3 als auch mit BAP1, im Y2H Versuch. 
 
4.3. Ähnlichkeiten der Expression implizieren einen gemeinsamen Pathway 
Verschiedene Primer zeigen Ähnlichkeiten zwischen bon1-1 und RLK Mutanten bzgl. deren SNC1 Expression. Die 
Primer „EF1-α (100)“, „SNC1-288-q“ und „SNC1 published by Li“ sind relativ ähnlich bezüglich deren Effizienzen und 
amplifizieren Amplikons mit ähnlicher Größe. Das PR1-Primerpaar weist ebenfalls eine ähnliche Effizienz wie die drei 
anderen Primerpaare auf. Das Amplikon ist ähnlich dem des EF1-α Primers. Somit ist durch Vorexperimente 
gesichert, dass es sich bei diesen Primerpaaren um valide Analysematerialien handelt. Die Temperatursensitivität 
SNC1s basiert auf darauf, dass SNC1 im Kern lokalisiert sein muss, um Downstreamsignale zu senden, bei 28°C ist 
aber keine Lokalisation im Kern mehr gegeben. Im Kern selbst würde aktiviertes SNC1 zur Erhöhung der SNC1 
Expression führen-durch unterschiedliche Mechanismen, aber letztlich würde sich eine Feedbackregulation ergeben. 
Probleme, die sich aus der Methode ergeben können, sind wie folgt minimiert worden: Die Annahme, 
unterschiedliche Effizienzen bei Aufreinigung oder cDNA Synthese sind durch die gleichzeitige Ernte der Pflanzen und 
gleichzeitige Aufreinigung unwahrscheinlich, da das geerntete Material bezüglich ihrer Genotypen bei Aussaat 
randomisiert am Rag angeordnet worden ist, sodass sich keine zeitlichen Unterschiede bei der Ernte ergaben. 
Pflanzen wurden, um Phänomene zu unterdrücken, die aus Temperaturveränderung resultiert hätten, direkt 
geerntet und gefroren. Das Material wurde danach in zufälliger Reihenfolge verarbeitet. Zur Kontrolle der q-PCR 
Experimente wurden Schmelzkurven angefertigt und mit den theoretischen Werten der Schmelztemperaturen 
verglichen. 
 
Die q-PCR lässt sich unter zwei Gesichtspunkten betrachten. Einerseits lässt sich durch die 22°C-Experimente eine 
Aussage über die SNC1 Aktivität ableiten, andererseits zeigen die 28°C-Experimente den durch Mutationen 
bedingten Grundwert der SNC1 Expression ohne Autoinduktion an. Die Temperaturunterschiede führen nicht zum 
Abschalten der SNC1 Expression, sondern ausschließlich zur Veränderung der Lokalisation des SNC1 Proteins. 
Dadurch lassen sich Effekte, hervorgerufen durch andere Transkriptionsfaktoren von jenen durch SNC1-
Hervorgerufenen trennen. Das heißt also, es liegt ein Grundlevel an SNC1 Molekülen bei 28°C vor, wobei deren 
Aktivität an der Membran eingeschränkt wird. Bei 22°C kommt es zur Umverteilung der Moleküle, ein Teil ist nun 
kernlokalisiert.  
 
SNC1 wurde in seiner inaktiven Form, das heißt nach Kim, im Komplex mit SRFR1, nachweislich an der Membran 
beobachtet. SNC1 selbst interagiert nicht mit seinen Regulatoren. Weder für BON1 noch für BAP1 wurde eine direkte 
Interaktion nachgewiesen. BAP1 besteht aus 191 Aminosäuren, deren 53 zu SNC1 homolog sind (Hua et al., 2001). 
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Der Nachweis einer Interaktion zwischen BAP1 und SRFR1 würde nun erlauben, die Membranrezeptoren, die laut 
Y2H, q-PCR, in silico Analyse, und phänotypischer Ähnlichkeiten direkt mit kernlokalisiertem SNC1, d.h. aktivem SNC1 
zu verknüpfen. Insofern ist dieses Modell interessant, als das BAP1 hierbei die aktive Rolle der Regulation 
übernimmt. Es deutet insofern darauf hin, dass BAP1, wenn freigesetzt, eine Aktivierung SNC1s übernimmt. Eine 
Membranlokalisierung BON1s ist für seine Funktion als Inhibitor notwendig und die Phänotypen bon1´s, bap1´s und 
srfr1´s gleichen sich (Li et al., 2010). Eine Erhöhung des SNC1-Gehalts in bip89-3 könnte durch Autoregulation von 
SNC1 verursacht werden, sofern eine Kernlokalisation möglich ist, d.h. z.B. eine Deaktivierung des SRFR1-
Mechanismus vorliegt. Die 22°C-Variante liegt auf dem Grundniveau von Col-0 (Abbildung 28) Eine andere Erklärung 
für dieses Phänomen wäre, dass das SNC1-Grundniveau in der Zelle erhöht ist und eine Störung im SA-
Signaltransduktionsweg bzw. eine Akkumulation der SA vorliegt, die die SNC1 Expression erhöht 
(http://bbc.botany.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi).  
 
SNC1 wurde erstmalig als autoaktivierendes Allel snc1-1 identifiziert, das PR1 konstitutiv exprimiert (Zhang et al., 
2003). Die in Abbildung 24 ersichtliche eindeutige Erhöhung in der relativen SNC1 Expression in bak1-3 (22°C), die 
numerisch jener von bon1-1 (22°C) ähnelt, legt nahe, dass es sich hierbei um ähnliche, wenn nicht gleiche 
Mechanismen handelt, die letztlich zur Erhöhung der Expression führen. Wesentlich ist hierbei, dass diese Erhöhung 
relativ zur Doppelmutante bak1-3/bkk1-1 niedrig ist. Dies lässt sich mit Zusatzfunktionen von BAK1 erklären, bei 
deren Wegfall eventuell auch andere Signaltransduktionswege betroffen sind und dadurch eine gegenüber den 
bon1-1 Mutanten erhöhte Neigung zum Auslösen eines Zelltods verursacht wird. Bei Betrachtung der Abbildung 26 
wird klar, dass die Erhöhung des SNC1 Levels in bak1-3 Mutanten gegenüber jenen bon1-1 Mutanten bei 28°C durch 
BIP89 verursacht wird.  
 
PR1 wird wie andere PR Gene im Rahmen von Immunprozessen exprimiert. Dies geschieht NPR1 abhängig in ETI 
responses und wird erst durch die Aktivität von vier TGA Faktoren zusammen mit NPR1 und SA exprimiert. Der 
Zusammenhang zwischen ETI und PR1 liegt in der SA-Abhängigkeit der PR1- Expression. Insofern ist kein 1:1 
Zusammenhang zwischen PR1 und SNC1 gegeben und man könnte die PR1 q-PCR Studie nur dann unter dem 
Gesichtspunkt betrachten, dass PR1 hier eine Aussage über die Aktivität von SNC1 zulässt, wenn die 28°C das 
Grundniveau‚ (nicht SNC1-induziertes PR1) und die Differenz zwischen 22°C und 28°C jene durch R-Proteinaktivität 
verursachte Expression darstellt. In Abbildung 25 ist zu sehen, dass PR1-Expression in bak1-3-Mutanten um das 
16fache gegenüber dem Col-0 Grundniveau erhöht ist. bon1-1 zeigt in 22°C Erhöhung um das 400fache gegenüber 
Col-0. Das Niveau der bak1-3/bkk1-1 Doppelmutante liegt bei 1000facher Erhöhung. Die Werte der 28°C Versuche 
sind wiederum so zu sehen, dass bon1-1 keine Erhöhung der PR1-Expression zeigt, bak1-3 eine leichte Erhöhung 
gegenüber seiner 22°C PR1-Werte, und die Doppelmutante zirka 100fach über dem Col-0 Level liegt. Diese SNC1-, 
und PR1-Expressionswerte lassen sich tendenziell korrelieren. Abbildung 27 zeigt die PR1 Expression in bip89-3 
Mutanten. Diese ist in 28°C auf demselben Niveau wie bon1-1 in 22°C, zeigt aber keine Induktion in 22°C an. Es ist 
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jedoch ersichtlich, dass es eine zweite Quelle der PR-Genexpression in bak1 Mutanten geben muss. Das 28°C Niveau 
ist in bak1 gegenüber bon1 erhöht. Das heißt das SNC1 unter Umständen einen Einfluss auf die PR1 Expression in 
bak1 hat, aber dass es noch einen zweiten Mechanismus geben muss, der hier aktiviert wird.  
 
Eine Ähnlichkeit zwischen den Expressionsdaten impliziert nicht zwangsläufig einen gemeinsamen Pathway, 
Mechanismus oder Interaktion. Es kann sich hierbei durchaus um ein zufälliges Auftreten der überlappenden Daten 
handeln, oder aber es werden zwei unterschiedliche Pathways zB. über MAPK, oder SA Downstream vereint und 
führen dadurch zu ähnlichen Resultaten. Das sind vorstellbare Szenarien, sodass wie auch immer geartete 
Zusammenhänge zwischen BAK1 und SNC1-Expression vorliegen. 
 
4.4. Infektionsversuche deuten auf einen gleichen, oder ähnlichen Mechanismus hin 
Eine wesentliche Frage wurde aber durch die q-PCR Analysen nicht beantwortet. Wie verhalten sich die Mutanten im 
Vergleich nach Infektionen. Diese Frage ist von entscheidender Notwendigkeit, inwiefern sich die Mutanten in Bezug 
auf die Reaktion gegenüber dieses Pilzes ähneln. Sollte es sich wirklich um einen gemeinsamen Mechanismus 
handeln, der für den Zelltod-Phänotypen in den Kandidaten verantwortlich ist, ist anzunehmen, dass sich die 
Reaktionen ähneln. Es muss aber hier festgestellt werden, dass dieser Infektionsversuch zwar seine Berechtigung 
hat, wenn es darum geht, inwiefern sich die Ausgangssituationen gleichen. Aber es erscheint nicht möglich, dass 
hohe SA-Mengen von epigenetischen Merkmalen unterschieden werden können. Beides würde zu Zelltod führen 
können, aber eine Histonmodifikation an Loci verantwortlich für SAR würde á priori keine SA benötigen, sondern 
könnte ebenso durch andere Signale entstanden sein. Somit ist nur eine Aussage über die Ähnlichkeiten in der 
Entwicklung zu treffen. Isoliert betrachtet erschiene das aussagelos, zusammen mit den Resultaten der q-PCR ergibt 
sich aber ein interpretierbares Bild. Man könnte also schlicht feststellen, der Alternariaassay zeigt nur die 
Konsequenzen dessen, was der PR-Genexpression zugrunde liegt, es ist aber ebenfalls nicht zu unterscheiden ob der 
Mechanismus der Abwehr blockiert ist, zB. durch die Veränderung in Sekretion der PR-Gene. Die Unterschiede 
zwischen verschiedenen genetischen Hintergründen von Arabidopsis sind in Bezug auf Alternaria brassicicola 
dadurch gegeben, dass einzelne Hintergründe kompatible, andere nicht kompatible Interaktionen aufweisen. Der 
grundlegende Unterschied ist in den Expressionsmustern, die im Anschluss daran entstehen, zu finden. Das heißt 
eine kompatible Interaktion, die im genetischen Hintergrund Dijon G (DiG) auftritt, führt zur verstärkten Expression 
von PR1 und anderen Genen, eine inkompatible Interaktion, die in Col-0 auftritt, erhöht die Expression von 
spezifischen Lipasen und Monoxygenasen. Die Abhängigkeit der Alternariainfektionen von Camalexinprodukt ist 
bekannt. Interessanterweise sind es die pad3 Mutanten im Col-0 Hintergrund, die DiG am ähnlichsten sind. Das 
müsste aber genauso implizieren, dass alles upstream von pad3 Probleme mit der Resistenz gegenüber Alternaria 
haben müsste. BAK1 liegt upstream von der Regulation von PAD3 (phytoalexin deficient3), durch Verbindungen über 
MAPK und PTI. Es ist daher wenig überraschend das bak1 Mutanten von Alternaria betroffen sind. Aber nicht nur die 
Camalexinsynthese ist ausschlaggebend für die Resistenz gegenüber diesem nekrotrophen Pilz, pad3-Mutanten sind 
 Seite 86 
 
sensitiv, aber die Expressionsmuster unterscheiden sich nicht vom genetischen Hintergrund, vielmehr ist eine 
inkompatible Interaktion nach wie vor gewährleistet, aber die letztendliche Antwort ist blockiert. Die inkompatible 
Interaktion ist SA-abhängig, die Expression zeigt für SA typische Muster, ROS, und Veränderung des Redoxsystems, 
gefolgt von HR. Die kompatible Reaktion exprimiert in gewisser Weise die gegenteilige Variante, Enzyme zum Abbau 
von SA und Reaktionen über JA (Mukherjee et al., 2009). Es ist daher verständlich, wenn hier extreme Abstriche der 
Aussagekraft dieses Experiments gemacht werden müssen. Einerseits ist nicht klar, inwiefern sich der bak1 
Alternaria Phänotyp unabhängig von der Funktion BAK1s im PTI erstreckt, es gibt jedoch eindeutige Verbindungen 
zwischen dem Auslösen des PTI, BAK1, MAPK und PAD3. Andererseits kann nicht verifiziert werden, wodurch sich die 
Resistenz in bon1 Mutanten von der im Col-0 wt unterscheidet. Es ist á priori nicht klar, ob hier konstitutiv aktive 
Immunantworten eine Missregulation verursachen, oder ob Synthesewege durch MAPK verändert werden, und 
nichts die Anfälligkeit gegenüber dem Pilz aus dem Fehlen der letzten Reaktion, der „Immunantwort“ selbst stammt. 
Die Aussage wird daher nur gemeinsam mit den q-PCRs, und Temperaturveränderungen etwas Aussagekraft 
erhalten.  
 
Insbesondere nach Erhöhung der PR-Genexpression ist eine Resistenz gegenüber diesem Pilz zu beobachten.(van 
Wees et Al, 2003)eine Missregulation in SA, JA und ABA Hormonsignalen ist für Unterschiede in der Reaktion auf 
diesen Pilz verantwortlich (Flors et al., 2008)  
 
Die Infektion mit Alternaria brassicicola Sporen zeigt, dass die beiden wesentlichen Vergleichspflanzenlinien, 
namentlich bon1-1 und bak1-3, unter den gewählten Versuchsbedingungen ähnlich reagieren. Einerseits erscheint 
der von SNC1-unabhängige Anteil in den 28°C Pflanzen gleich zu sein, andererseits ist der Signalüberschuss in den 
22°C Pflanzen gleich. bon1-1 weist dieselbe Neigung zur Entwicklung von Krankheitssymptomen auf wie bereits für 
bak1 Mutanten gezeigt (Kemmerling et al., 2007). Somit scheint hier eine tendenzielle Ähnlichkeit zwischen den 
beiden Mutantenlinien vorzuliegen. Die Rolle von bip89-3 ist differenzierter zu betrachten. Einerseits weisen 
Pflanzen in 28°C eine schnellere und ernstere Symptomatik auf als jene in 22°C, allerdings lässt sich die 
Verhältnismäßigkeit, die bei Aktivierung von SNC1, von der ausgegangen wird, dass die SA Konzentration höher ist 
als bei 28°C und deshalb eine schnelle Entwicklung von Zelltodprozessen, der SNC1-bedingten Entwicklung bezüglich 
der Temperaturen nicht anwenden. Während sowohl Mutanten für die Gene bon1-1 und bak1-3/bkk1-1 28°C keine 
erhöhten Signale für die Zelltodmarker PR1 oder für das R-Gen SNC1 gegenüber 22°C aufweisen, liegt die Situation 
entgegen der Literaturdaten in Bezug auf SNC1 für bip89-3 anders. Somit lässt sich, sehr vorsichtig, spekulieren, dass 
der Alternariaassay sowohl tendenziell mit jenen von bon1-1 und bak1-3 überstimmt, insofern, als dass es sich 
hierbei ebenfalls um einen durch SNC1 ausgelösten Effekt handeln könnte. Die Annahme eines SNC1 abhängigen 
Effekts ist durch die Wahl der Temperaturen möglich, müsste aber durch Lokalisierungsstudien nachgewiesen 
werden. Die Idee ist, dass BIP89 in irgendeiner Form für die Membranlokalisation von SNC1 mitverantwortlich ist 
und bei Fehlen von BIP89 die Membranständigkeit nicht mehr gegeben ist. Dies würde drastischere Konsequenzen in 
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28°C als in 22°C haben, da das Verhältnis von membran-/kernlokalisiertem-SNC1 zwischen den Temperaturen 
unterschiedlich hoch ist. Gerade die Ähnlichkeit zwischen bak1 und bon1 und deren erhöhte Werte passen in das 
erwartete Bild. Bon1-1 Mutanten zeigen eine erhöhte Neigung zu Zelltodreaktionen und sind im Gegensatz zu bak1 
resistent gegenüber vielen biotrophen Pathogenen, wobei sich hier die Frage stellt, welchen Anteil die Funktion von 
BAK1 in der Interaktion mit PAMP bindenden Immunrezeptoren hat und wie hoch der Anteil des Zelltod-Phänotypen 
ist.  
 
4.5. Schlussfolgerungen  
Eine Synthese der hier vorliegenden Daten erlaubt nun folgende Schlussfolgerung. Es ist nicht völlig klar ob eine 
Interaktion zwischen stattfindet. Einerseits implizieren die Y2H Resultate und die in Silico Analyse dies zwischen 
BAK1 und BON1, bzw. BAK1 und BAP1 hin. Auf der anderen Seite bleibt unklar ob es sich bei den Y2H Resultaten um 
spezifische Interaktionen handelt. Gleichzeitig wurde gezeigt, dass BAK1 und BON1 in den q-PCR Experimenten sehr 
ähnliche SNC1 Expressionsmuster aufwiesen und über ähnliche Alternariaphänotypen verfügten, was den Schluss 
zulässt, dass BAK1 und BON1 in ein und dem selben Mechanismus funktionieren. Es ist aber auch hier nicht klar ob 
es sich um einen Mechanismus handelt, weil hier direkte Interaktion vorliegt oder weil verantwortliche 
Downstreamkomponenten gleich sind. Insofern gibt es aber einen Hinweis auf die voraktivierte Immunantwort. Es 
erscheint insbesondere in bak1-3/bkk1-1 als gerechtfertigt anzunehmen dass eine Aktivierung der PR-Gene 
stattfand. Diese Annahme stützt sich auf die PR1 q-PCR. Der Zugrundeliegende Mechanismus könnte durch die SNC1 
q-PCR Resultate erklärt werden. Die Feedbackregulation SNC1s, das bei 28°C abgeschalten ist, würde erlauben die 
eine Aussage bezüglich der Aktivität in den 22°C Doppelmutanten zu treffen, so dass es wahrscheinlich ist dass SNC1 
in den Doppelmutanten aktiviert wurde, bzw. durch den wegfall der Inhibitoren aktiv ist. Es ist hieraus nicht 
ersichtlich ob eine Deaktivierung der Inhibitoren einsetzte oder schlichtweg ein indirekter Bezug vorliegt. Die 
Interaktion zwischen BON1 und BAK1, die zwar nicht vollständig bestätigt werden konnte, könnte dazu führen dass 
Phosphorylierungen an BON1 dessen Eigenschaften modifizieren. Hier gebe es zwei Möglichkeiten, einerseits könnte 
eine Veränderung der Lipid/Kalziumbindenden Eigenschaften der C2 Domäne vorliegen, andererseits ist es möglich 
dass die Phosphorylierung die vWA in bezug auf die Fähigkeit der Komplexierung anderer Proteine Verändert. Die 
erste Möglichkeit könnte dazu führen dass BAK1 die Endozytose von BAK1 Komplexen steuert, und dadurch würde 
BON1 eine Funktion in PTI, und BR spielen. Es wurde aber nie ein Zusammenhang gesehen und bleibt spekulativ, 
wenn auch interessant. Die zweite Möglichkeit würde aufgrund von Homologie zu anderen vWA Domänen 
beinhaltenden Proteinen ebenfalls zu einer erklärbaren Funktion führen. Hierbei würden Phänotypische 
Ähnlichkeiten zwischen bon1 und mpk4, bzw. MPK-Phosphatase Mutanten als Argument dienen. Dieses Modell 
würde eine Funktion BON1s in PTI als Adapter nahelegen. Diese Funktion bleibt ebenfalls spekulativ. Die Interaktion 
zwischen BAK1 und BAP1 auf der anderen Seite sollte im Rahmen der Signaltransduktion betrachtet werden. BAP1 
zeigt regulatorische Eigenschaften. Die Funktion von BON1 ist abhängig von der Fähigkeit, BAP1 an der Membran zu 
lokalisieren. Interagiert nun BAK1 mit BON1 und BAK1 mit BAP1, so liegt der Schluss nahe, dass BAK1 Veränderungen 
zu Effekten führen, die letztlich die BAP1-Lokalisation manipulieren und zu einer Veränderung in der Expression 
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führen. Diese Effekte, sofern sie auftreten wären nun Effekte durch R-Proteine, da es zu erwarten ist das BAP1 nicht 
aber BON1 diese R-Proteine in den aktiven Zustand versetzt. Wiederum bleibt dies eine Spekulation, wäre aber mit 
der Homologie der Phänotypen bap1 und snc1-1, der konstitutiv aktiven Variante von SNC1, und der Homologie 
zwischen BAP1 und SNC1 naheliegend.  
 
BIR1 ist,, als Interaktor von sowohl BON1, BON3 und BAP1 im Y2H sichtbar gewesen. Sowohl die in silico Analyse als 
auch die Expressionsdaten legen dies nahe. BIR1 ist als Interaktor von BAK1 bekannt und ist gleichzeitig ein Inhibitor 
des Pflanzenzelltods. Die Mutante bir1-1 zeigt einen von TIR- bzw. CC-NB-LRR Proteinen so wie 
temperaturabhängigen Phänotyp (Goa et al., 2009). Durch die Interaktion mit SNC1-regulierenden Proteinen könnte 
dieser Phänotyp erklärt werden, dies bedarf aber weiterer Absicherungen. BAP2 interagiert nicht mit den BIR1, 
BIP89 oder BAK1, scheint aber auch nicht am Zelltodsignalweg teilzunehmen.  
 
Bei der Betrachtung der Hochregulation der PR-Gene gleichen sich die RLK Mutanten und bon1-1 ebenfalls. Erhöhte 
SA-Werten sind bei den beiden Linien ebenfalls zu beobachten (He et al., 2007; Hua et al., 2007). Eine Interaktion ist 
durch die Expressionsdaten als wahrscheinlich erschienen. Die Zeitpunkte der Expression und die Zeitpunkte der 
Phänotypen liegen gleich. Es erscheint also als höchst wahrscheinlich, dass der BR-unabhängige Zelltodevent in BAK1 
Mutanten aus Interaktionen mit SNC1 regulierenden Proteinen, und damit letztlich aus SNC1 selbst herrührt. 
 
Somit bleiben auch hier viele Fragen offen, da eine explizite in vivo Antwort auf die gestellten Fragen nicht gegeben 
wurde, was aber erreicht wurde ist den Verdacht weiter zu erhärten. 
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Abbildung 30 Modell der BAK1-BIR1 Interaktion  
 
4.6. Perspektiven 
Während diese Zeilen (um)-geschrieben worden sind, wurden die Interaktionen die hier hätten bewiesen werden 
können, an anderer Stelle bewiesen, und publiziert (Wang, 2011). Diese Interaktion führt zu Phosphorylierungen. 
Wie oben einführend vermutet und begründet. Eine entscheidende Frage für die Aufklärung der Interaktion 
zwischen BAK1, bzw. RLKs mit BONZAI Proteinen, und deren Interaktoren bleibt aber bestehen. Wie wird der Zelltod 
ausgelöst. Dieses Protein, SRFR1 (Supressor of rps4RLD) ist ein Interaktor von SNC1 und RPS4, und ein negativer 
Regulator von AvrRPS4 induzierter Immunität in RPS6 Mutanten (Gassmann et al., 1999; Aarts et al., 1998; Zhang et 
al., 2003; Kwon et al., 2009). Mutationen in SRFR1 führen neben anderen Effekten zur Expression der CNL R-Gene 
RPS2 und RPM1 (Kim et al., 2010).  
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BAK1 ist ein Corezeptor für viele verschiedene Rezeptoren in Arabidopsis thaliana. Diese Rezeptoren binden an 
Brassinosteroide und bakterielle Effektoren. Die Kinasedomäne BAK1 ist im Anschluss für die Signaltransduktion 
verantwortlich. BKK1 ist ein konserviertes BAK1 Homolog und weist die selben Eigenschaften auf. Vorarbeiten 
identifizierten eine Serie weiterer Rezeptoren, darunter BIR1 und BIP89, die mit BAK1 interagieren. Die Mutanten 
bir1 und bak1 zeigen wie die Doppelmutante bak1/bkk1 Zelltod. Dieser ist SA abhängig, und deutet auf die Aktivität 
eines R-Proteins hin.  R-Proteine sind die zweite Klasse von Immunrezeptoren (neben den Oberflächenrezeptoren). 
Eines davon, SNC1, ist ein R-Protein ohne bekannten Liganden, seine Inhibitoren binden nicht direkt an, sind aber 
membranständig. Die Grundidee ist das diese Inhibitoren mit BAK1/BIR1/BKK1 interagieren, dort spezifisch 
phosphoryliert werden, und so SNC1 über einen unbekannten Mechanismus inhibieren.  
 
Vorhersage tools wie PAIR lassen darauf schließen das an der Membran ein komplexes Netzwerk aus Interaktionen 
verschiedenster Proteine vorliegt. In diesem Netzwerk, dass letzlich für die Veränderung der Genexpression vieler 
Gene verantwortlich sein wird spielen neben LRR-Membran Rezeptorkinasen, MAPK, Copinen und R-Proteinen auch 
mehrere Transkriptionsfaktoren eine entscheidende Rolle.  
 
Die Durchführung von Y2H Experimenten zeigt eine Verbindung zwischen den Proteinen an der Memrban. Es werden 
diverse Protein Protein Interaktionen in Hefe nachgewiesen. Weiters werden die Mutanten in Bezug auf PR1 
Expression, SNC1 Expression und der Reaktion auf Alternaria brassicicola untersucht. Die Daten deuten auf eine 
Interaktion in vivo hin. Weiters werden mithilfe von Microarray Daten argumente für eine mögliche Interaktion in 
vivo gesammelt, so erscheinen die Interaktionskandidaten durchweg als koreguliert und in den selben Geweben 
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Allgemeine Anmerkung.  
Diese Arbeit wurde selbstständig und ohne Verwendung irregulärer Hilfsmittel erstellt. In diesem Sinne wurden die 
verwendeten Quellen nach bestem Wissen und Gewissen angegeben und sind in der bestmöglichen Form im 
Literaturverzeichnis zu finden. Sollte es dennoch zur unbewussten Übernahmen von Fremdquellen ohne Angabe der 
Selbigen gekommen sein, werden sie als Korrektur angefügt.  
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